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Résumé

En raison de leur caractére photosensible, leshgdres ont retenu I'attention des chercheurs
pour une application en photothérapie dynamiqueamment, pour le traitement de certains cancers.
Les porphyrines glycosylées sont, dans ce domaemiculierement prometteuses car elles peuvent
permettre de vectoriser le photosensibilisateus Ves cellules tumorales enrichies en récepteurs
glucidiques. Au cours de ce travail, nous avongisdan premier temps, réalisé la synthése de
porphyrines glycosylées éthyléniques appartenalat famille desmésetétraarylporphyrines. Une
stratégie en deux étapes qui consiste a diméaserélcurseur glucidique allylique puis a faire réag
I’'homodimére obtenu avec les mopara- et ortho-allyloxyphényltritolylporphyrines a été appliquée.
La dihydroxylation asymétrique de ces composéséaegisuite effectuée afin d’en améliorer le
caractere amphiphile. Les unités glucidiques fixéeat de deux types. La premiere série de
porphyrines synthétisées appartient a la famille glerphyrines O-glycosylées. La seconde série est
constituée de porphyrines C-glycosylées qui sele@véarticulierement intéressantes en raison de
leur aptitude a résister a I'’hydrolyse enzymatidles composés ont été caractérisés par spectrescopi
UV-visible et spectrométrie de masse. Une étudailti® de RMN {H et °C) a été effectuée sur les
composeés acétylés ou benzoylés au niveau de la phutidique. Enfin, les différents produits issus
de cette étude ont été déprotégés et ont faitdtadg tests biologiques vitro sur des cellules K562
sous forme libre ou encapsulés par incorporatiors das liposomes.

Mots clés: photothérapie, cancer, porphyrines,cagides, métathése croisée, homodimére,
dihydroxylation asymétrique, liposome.

Abstract

SYNTHESIS OF O- AND C-GLYCOSYLATED ETHYLENIC PORPHYNS AND THEIR
DERIVATIVES BY CROSS METATHESIS REACTIONS. APPLICADN TO PHOTODYNAMIC
THERAPY.

In recent years, photodynamic therapy has receiaéasing attention as a new modality for
selective treatment of solid tumors. Glycosylatentppyrins are especially promising compounds
since it is possible that the sugar moiety miglaidi¢he conjugate to a cell surface target through
specific binding to its receptor. In the presentkyave describe, in a first time, the synthesis,
olefin metathesis, of new ethylenic glycoconjugapedphyrins which are derivatives of 5,10,15,20-
tetraarylporphyrins. We applied a two-step procedum which allylic saccharides were first
homodimerized prior to the cross-metathesis reactiith mono para- and ortho
allyloxyphenyltritolylporphyrins. The asymetric gitiroxylations of these compounds were then
performed in order to increase the amphiphilic props of the resulting porphyrins. The first
synthetised compounds are O-glycosylated porphyans the second series, C-glycosylated
porphyrins. These last ones are of special intdsestuse of their capacity to resist to enzymatic
hydrolysis. The products were characterised by iBible and NMR spectroscopy as well as by mass
spectrometry. Finally, all the compounds were digdated or debenzoylated amul vitro biological
tests were carried out so as to evaluate the gctivphotodynamic therapy of the free or encapsdla
into liposomes products.

Key words : phototherapy, cancer, porphyrins, ghydes, cross-metathesis, homodimer, asymetric

dihydroxylation, liposome.
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LISTE DESABREVIATIONS

A adénine

Ac aceétyle

ADMET acyclic diene metathesis polymerisation (poéyisation de diénes acycliques par métathése)
ADN acide désoxyribonucléique

AIBN aza-bis-isobutyronitrile

ar aryle

Bn benzyle

Boc butyloxycarbonyle

Bu butyle

Bz benzoyle

Cbz benzyloxycarbonyle

¢ cellule

CCM chromatographie sur couche mince

CM cross metathesis (métathese croisée)

conf. configuration

Cy cyclohexyle

DBU 1,8-diazabicyclo[5,4,0Jundéc-7-éne

DDQ 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone
DDT dichlorodiphényltrichloroéthane

DHQ dihydroquinine

DHQD dihydroquinidine

DMF N,N-diméthylformamide

DMSO diméthylsulfoxyde

ee exces énantiomérique

EP éther de pétrole

Eq. équivalent

ESI electrospray ionisation (ionisation électrogpra
Et éthyle

Gal galactose

gl glycosyle

Glc glucose

grpts groupements

H,TPP 5,10,15,20-tétraphénylporphyrine

H,TTP 5,10,15,20-tétratolylporphyrine

HDL high density lipoprotein (protéine de haute sl&¥)
HpD hématoporphyrine dérivée

IND indoline

IP iodure de propidium

iPr isopropyle
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L ligand
LDL low density lipoprotein (protéine de faible dité)
M métal
MALDI matrix assisted laser desorption ionisatitcon{sation par désorption laser assistée par nedtric
Me méthyle
Mes mésityle
PDT photodynamic therapy (thérapie photodynamique)
Pf Photofrin
Ph phényle
PHAL  phthalazine
PYR diphénylpyrimidine
pyr. pyrrolique
RCM ring closing metathesis (fermeture de cyclerpétathese)
Rdt rendement
RMN résonance magnétique nucléaire
ROM ring opening metathesis (ouverture de cyclenp&tathese)
ROMP  ring opening metathesis polymerization (polsisation par ouverture de cycle par métathése)
SIMS secondary ion mass spectrometry (spectrondgrimasse des ions secondaires)
SM spectrométrie de masse
T Thymine
TA température ambiante
TB(DM)S tert-butyldiméthylsilyle
TFA acide trifluoroacétique
THF tétrahydrofurane
TIPS trilsopropylsilyle
tol tolyle
Note :

Dans ce travail, les indicea et b associés aux numéros de composes se réferent

respectivement aux substitutiopara etortho.
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INTRODUCTION GENERALE

Les porphyrines sont des macrocycles tétrapyrreqoonjugués formés de quatre
unités pyrroliques reliées entre elles par desgaomthines. Cette forte conjugaison en fait
des composés trés colorés et souvent photosendilles jouent un réle essentiel dans les
milieux vivants et participent, notamment, au tpors et au stockage de l'oxygene
moléculaire (hémoglobine, myoglobine), a 'oxydatite substrats (cytochromes) ou encore a
la photosynthese dans les plantes et bactériesopmahétiques (chlorophylle). Chez
I’'homme, en raison d’'une déficience du systéme mratigue au cours de I'une des étapes de
la biosynthése de I'heme, elles peuvent étre égalera l'origine d’'une grave maladie
appelée porphyrie. Du fait de ce dysfonctionnemdas porphyrines intermédiaires
synthétisées ne sont plus reconnues par 'organetngaccumulent, en particulier sous la
peau, entrainant une photosensibilité cutanée @esomnes atteintes de porphyrie. En
recherchant un traitement contre la porphyrie biefogistes se sont rendus compte que des
molécules photosensibles associées a la lumiéreau constituer un outil thérapeutique
efficace dans le traitement de certaines pathadodjeeont en cela ouvert la voie a un nouveau
type de traitement fondé sur I'activation lumineude composés photosensibles: la
photothérapie dynamique. Aujourd’hui, en effet, daotothérapie dynamique est utilisée
couramment en particulier pour lutter contre la é@gescence maculaire liée a I'adge ou
contre certains cancers. Des traitements fondéscesyprincipe et visant a apporter une
solution aux maladies cardio-vasculaires, au s, rejets de greffe... sont également a
I'étude.

Parmi les nombreuses applications des porphyrilephotothérapie dynamique a
particulierement retenu notre attention dans leecdé ce travail. Ce dernier s’inscrit dans un
programme de synthese de porphyrines glycosyléesafipé au Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles de I'Université de Limoges.fikation d'unités glucidiques sur les
macrocycles porphyriniques présente un doubleént&’une part, elles sont susceptibles de
vectoriser sélectivement le photosensibilisateurs vies cellules tumorales enrichies en
récepteurs spécifiques des glucides. D’autre gartraison de la présence de groupements
hydroxyle, elles rendent généralement possibleolabsisation des composés dans I'eau et
facilitent ainsi leur transport dans I'organisme. firemiéere partie est consacrée a une mise au
point bibliographique suivie par la synthese etc#aactérisation de précurseurs O- et C-
glycosidiques dimériques. Nous avons ensuite fixémétathese les unités glucidiques sur
des mesearylporphyrines allyliques en vue d’obtenir lesrgdtyrines O- et C-glycosylées
éthyléniques correspondantes. La présence d'un bsgmceur insaturé entre l'unité
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glucidique et le macrocycle porphyrinique permetlément de moduler les propriétés
amphiphiles des composés obtenus par fonctiontialisde la double liaison. Dans ce but,
nous avons appliqué la réaction de dihydroxylatlerSharpless conduisant a la formation de
composés munis de deux groupements hydroxyle suepi@ires. Les porphyrines C-
glycosylées synthétisées au cours de ce travattmmoent, constituent une classe de
composeés particulierement intéressante pour unkcafpn en photothérapie dynamique en
raison de leur aptitude a résister a I'’hnydrolyseyemtique. Les différents produits ont ensuite
éte déprotégeés et soumis a des tests biologigueisro sous leur forme libre et encapsulés

par incorporation dans des liposomes.
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PREMIERE PARTIE

MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE I
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| - QUELQUES GENERALITES SUR LESPORPHYRINES

Le squelette de base des porphyrines est congitwgiatre unités pyrroliques reliées
entre elles par des ponts méthines. La forme taér@pour laquelle les deux NH pyrroliques
internes sont en positidrans (a 'opposé I'un de l'autre), représentée sur dauffe 1-1, est la
forme la plus favorisée thermodynamiquement. Lero@cle porphyrinique est un systéme
aromatique comportant 22 électromsparmi lesquels seulement 18 sont impliqués dans
'aromaticité (fig. I-1b). Ce caractere aromatiquenfére aux porphyrines une stabilité
importante et une forte absorption dans le domainevisible souvent associées a des
propriétés photosensibilisatrices. En outre, lespipgrines peuvent étre meétallées par
pratiguement tous les métaux par réaction avecsd&ds métalligues correspondants et

constituent, sous cette forme, d’excellents agéiatsydoréduction.

a) b) <)

Figure I-1. a) Porphyrine base libre ; b) Electronpliqués dans la délocalisation c) Porphyrineaiée.

Un premier systéme de numérotation (fig. I-2a)éapébposé par FischeDans celle-
ci, les carbones tétrapyrroliques sont numérotés @@ et les positions méthine, symbolisées
par les lettrest, 3, y etd. Elle a été progressivement abandonnée au profiechumérotation

plus précise, représentée figure 122b.

a 3
1 4
5 B
8 5
7 Y 6 17 16 15 14 13
a) b)

Figure 1-2. a) Numérotation de Fischer ; b) Numétioh IUPAC.

Les positions méthine, également appelées positas® portent alors les numéros 5, 10, 15

et 20 et les carboneset 3 pyrroliques sont notés respectivement 1, 4, 64916, 19 et 2, 3,
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7,8, 12, 13, 17, 18. On attribue aux atomes d&anternes au macrocycle les numeéros 21,
22, 23 et 24. Enfin, les quatre unités pyrroliggeat définies par les lettres A, B, C et D.
Parce qu’elle permet de désigner I'ensemble ddmnas de la structure porphyrinique, cette
derniere numérotation se révele plus adaptée dleepreposée par Fischer, notamment dans
le cadre de l'analyse des composés par spectr@es&MN du carbone 13 ou par diffraction

des rayons X.

Des études cristallographiques ont permis de momue le motif de base des
porphyrines posséde une structure plane. Toutethigrents facteurs (fig. 1-3) peuvent

entrainer des déformations du macrocycle, ce depeiglant alors son caractére pfan.

1- Substitution par des groupements volumineux esuméacrocycle 2- Présence d'un métaB; Présence de ligands axiaux ;
4- N-alkylation, N-arylation ou protonation5- Formation d'un cation radicalaired; Insertion d’une chaine entre deux

positionsmesoou 3.

Figure 1-3. Différents facteurs pouvant affectecégactére plan du macrocycle.

Par exemple, lorsque le macrocycle est substituégmgroupements volumineux en position
mesoet/ouf (1), il a tendance a se déformer afin de limiter leeractions® De la méme
facon, la présence d’'un métal ou la protonationddas< azotes2) ou encore I'existence de
ligands axiaux ) peuvent entrainer des distorsions du macroc§cRar ailleurs, les
substituants périphériques tels que les groupen@méayle fixés sur les positiomaeso
adoptent une conformation non coplanaire avec lerocgcle afin de limiter les répulsions de

Van der Waals entre les hydrogénes en positiotho des phényles et les protons

B pyrroliques (fig. 1-4)*
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Figure |1-4. Représentation des deux types de stricristalline de la tétraphénylporphyritie.

Les porphyrines jouent un role essentiel dans léisur vivants. Elles se présentent
généralement sous forme métallée et entrent, notamrdans la composition de différentes
chromoprotéines. Certaines d’entre elles ont ua pdlysiologique respiratoire. Il s’agit des
différentes sortes d’hémoglobine, des cytochromesaont des transporteurs d’électrons, des
cruorines rencontrées chez les invertébrés ou encas enzymes héminiques. Les
porphyrines constitutives y sont alors métalléeschafer a des degrés d’oxydation divers.
Ainsi, les hémoglobines, par exemple, sont corétgud’un groupement prosthétique appelé
héme qui est la protoporphyrine IX métallée pafetul et d’'une partie protéique, la globine

variant selon I'age, I'espéce...(fig. I-5).

N
\ a:R1=Me ; R = phytyle
b : R1=-CHO ; R2 = phytyle
Hees

£ Me Me Me Me

Me phytyle :/\/\/\/K/\/k/\/k
CO2H CO2H COoR,
Heme Chlorophylles

Figure I-5. Exemples de macrocycles tétrapyrrokguaturels.

Leur r6le est d’assurer I'approvisionnement en @xgainsi que son stockage dans les tissus
musculaired. Les enzymes héminiques - catalasepeabxydases - comportent le méme
groupement prosthétique. Leur fonction est de pestéles cellules deperoxydes et
supepxydes formés au cours de la réduction du dioxygéaeréduction d’'une des unités
pyrroliques du macrocycle porphyriniqgue conduitr@ mouvelle classe de composés appelés
chlorines. Les chlorophylles issues des plantetesgreprésentées sur la figure I-5, en font
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partie et sont des dérivées de la protoporphyrie comportant une cyclisation
supplémentaire. Métallées par du magnésium, lesrapthylles a et b constituent le
groupement prosthétique des chloroplastines efcjgsmt au processus de photosynthése
localisé dans les chloroplastes. Chloroplastingghgtobilines appartiennent, quant a elles, a
la catégorie des chromoprotéines porphyriniques respiratoires. Rappelons que I'on
désigne sous le terme de photosynthése I'ensemeBl@rdcessus permettant aux organismes
autotrophes d'utiliser I'énergie solaire pour sytiber les substances organiques dont ils ont
besoin: Elle se décompose en deux phases. La premiéeephiitse lumineuse, est celle dans
laquelle se déroulent les réactions permettantatevastir I'énergie lumineuse en énergie
chimique. La seconde est la phase obscure au deulaquelle, grace a I'énergie produite,
sont synthétisées, a partir du £@es substances organiques nécessaires a la.plage
chlorophylles a et b interviennent lors de la phhsaineuse en jouant surtout le réle
d’antennes collectrices. En effet, leur fonctiomgipale consiste a capter I'énergie lumineuse
et a la canaliser, par transferts successifs entlécules de chlorophylle, vers les centres
réactionnels. Il en résulte un accroissement daiVigé photochimique qui, sans cet apport

d’énergie supplémentaire, serait tres lente.

Il - SYNTHESE DE PORPHYRINES MESO-SUBSTITUEES

Depuis de nombreuses années, en raison de leulisaipps dans de nombreux
domaines, la synthése de porphyrines a suscit@gairr d’'intérét. Nous nous proposons de
faire un inventaire non exhaustif des différenteéthndes permettant d’accéder a des
porphyrinesmesesubstituées. En fonction de la nature des substi$y on peut regrouper les

meseporphyrines tétrasubstituées en 7 groupes redessdans le tableau I-1.

Tableau I-1. Structure des 7 groupes de porphyrmesssubstituées.

Substituants Type
A=B=C=D i
A=T=C#F AsB
A=D#B=C cig-LAaBs
A=CeR=D frans-L;B;
A=D#Be cig-L,BC
AzCeRE=D trans-AB4C
A=P=CD ABCD
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1.1 - METHODE D’ADLER ET LONGO ET SES VARIANTES
Les mesearylporphyrines peuvent étre élaborées par cordiemsd’'un ou plusieurs
aldéhydes sur du pyrrole. C’est en 1939 que Rothefrairapporté, pour la premiére fois, la
synthese de la tétraphénylporphyrine. Cette dexraeété obtenue avec un rendement de 5%
en chauffant dans un tube scellé du benzaldéhydduepyrrole dans la pyridine a
120°C pendant 48 heures (fig. 1-6). Cependantyéaslements en porphyrines synthétisées
par cette méthode restent faibles. Par ailleurs, clenditions dures dans lesquelles sont

réalisées les réactions limitent le nombre d’aldi&sypouvant servir de substrats sans subir de

g
- ofBo
O

Figure 1-6. Formation de la tétraphénylporphyrine.

dégradations.

=
+ I—=2
—

Des améliorations ont été apportées a cette méthadadler et Longd.En effet, ces
auteurs ont multiplié par quatre le rendement gagéénylporphyrine (20%) en opérant avec
les mémes réactifs dans I'acide propionique a xeflandant 30 minutes et en laissant le
milieu a l'air libre. Cette méthode reste largematilisée lorsque de grandes quantités de
porphyrines, en particulier appartenant au typeddivent étre synthétisées. Cependant, elle
présente plusieurs inconvénients parmi lesqudtsritaation de produits secondaires résiduels

et la nécessité d’employer des aldéhydes pouvapioster des conditions acides.

Little®, en 1975, a adapté cette méthodologie a I'élainorate mesearylporphyrines
non symétriques correspondant aux type8 &t AB,. Elle est illustrée sur la figure I-7 dans
le cas général et est également connue sous lelaongéthode des « aldéhydes mixtes ». Elle
consiste a condenser deux aldéhydes différentdespyrrole dans l'acide propionique a
reflux. Cette condensation, en fonction des quamstoechiométriques des réactifs introduits,

conduit a la formation de produits differemmentsitbés.
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acide propionique

4 \ +nRCHO + (4-n)RCHO reflux

I—=

aveci=1ou?2

Figure 1-7. Méthode dite des « aldéhydes mixtes ».

Cependant, les rendements obtenus par cette \8ientdaibles (de I'ordre de 7%) en raison
de la formation, en plus du composé attendu, ddyio secondaires diversement substitués
et des produits issus de la copolymérisation duropgr Cette méthode impliqgue de
fastidieuses étapes de séparation et de purifiattbromatographiques en particulier lorsque

la porphyrine synthétisée n’est pas cristalline.

1.2 - METHODE DE LINDSEY ET SES VARIANTES
La méthode proposée par Lindsey et eslhppuie sur la formation d’un intermédiaire
porphyrinogéne (fig. 1-8) dont I'existence avaié éntérieurement démontrée par Dolphin.
En appliquant une stratégie similaire a celle dasatves et coll}, Lindsey et colf. ont fait
réagir un mélange de pyrrole et d’aldéhyde compoua substituant alkyle avec une quantité
catalytique d’'un acide de Lewis dans le dichlordraée anhydre. lls ont ainsi pu isoler la
tétraphénylporphyrine avec un rendement de 46%sapxydation par une quinone du

porphyrinogene obtenu.

o g g

|
H acide de Lewis O Q quinone O Q
+ —_
T oCHCl,
o ® ®

Porphyrinogéne HoTTP - 46%

Figure 1-8. Méthode de Lindsey.

Cependant, un inconvénient de cette méthode estl@woit étre appliquée en milieu dilué

(environ 10 mol.L'Y). En effet, elle repose sur le fait qu’un équiibs’établit entre les
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précurseurs et le porphyrinogéne. Les conditiongildéion ont alors pour but de favoriser la
formation de l'intermédiaire désiré aux dépens fek/pyrrylméthanes a chaine ouverte
formés par ailleurs. Il a été constaté par la sgite les meilleurs résultats étaient obtenus
lorsque des quantités équimoléculaires de pyrd#dyenzaldéhyde et de triéthylorthoacétate
(ayant pour fonction de piéger I'eau) étaient siiéis. Les conditions de réaction sont, par
ailleurs, Iégerement modifiées pour la synthéseéttaarylporphyrines substituées erho
plus difficiles a préparer du fait de 'encombremstérique qui en résultéEn effet, il a été
montré que I'ajout d’éthanol comme co-catalyseumattait d’augmenter significativement
le rendement. Il semblerait que I'éthanol favordisedissociation du complexe formé entre
I'aldéhyde substitué emrtho et I'acide de Lewis (par exemple, BFfacilitant ainsi la
réaction. Une variante de cette méthode, consistampérer la réaction en augmentant la
dilution des précurseurs (de I'ordre de*1@ol.L™") ainsi que le temps de réaction, permet de
synthétiser des porphyrines dissymeétriques telles lgsmesearylporphyrines de type #8

ou encore AB,." Plus récemment, une autre méthode dérivant de cill Lindsey et
remplacant I'acide de Lewis par des argiles a ¢aracacide telles que la montmorillonite
K10 a été proposeée. Elle présente le double avartagimplifier le traitement et d’étre plus
écologique? Une derniére variante met en jeu des sels de métauransition. En effet,
Llama et coll*® ont utilisé des sels de vanadium (V), de titavd (lu encore de manganése
(1) pour synthétiser différentes tétraarylporpimgs avec de bons rendements. Par exemple,
la tétraphénylporphyrine a été obtenue avec unereedt de 68% a l'aide de VQCII
semblerait que le sel métallique agisse, dans se @amme un oxydant permettant de

convertir le porphyrinogéne en porphyrivia un processus radicalaire.

1.3 - METHODE DE WOODWARD ET MACDONALD ET SES
VARIANTES

Woodward® et MacDonald ont introduit les dipyrrométhanes comme précuseur
pour la synthese de porphyrines. Plusieurs vasapgemettant d’accéder a des porphyrines
diversement substituées sur les positims/rroliques et/oumesoont depuis vu le jour:*®
Ainsi, une méthode classique permettant d’obtees porphyrines correspondant au type
trans-A,B, consiste a condenser un dipyrrométhane et un ydéékelon une procédure
dérivant de la méthode initiale de Woodward et MaéMd (fig. 1-9).
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A
A
ZB—CHO+2\\ // - . B B
NH HN
A

Figure 1-9. Synthése de porphyrirteans-A,B, par une variante de la méthode de Woodward et Maaldo

Ces réactions sont réalisées soit dans I'acideigmpue a reflux, soit par catalyse acide dans
le dichlorométhane suivie de I'oxydation du porphggene intermédiair€.Cependant, cette
méthode présente l'inconvénient de conduire a utamgé de plusieurs produits parmi
lesquels les isomereds et trans difficilement séparables. Il en résulte généraleinae
faibles rendements en porphyrines du tya@s-A,B,. L'origine de la formation du produit
cis ne peut s’expliquer par la condensation direct® dkux précurseurs. Selon Lindsey et

coll.’®,

il se produirait un réarrangement du polypyrraheconduisant aux fragments
pyrrolique et azafulven@ et 3 (fig. I-10). La recombinaison de ces derniers maloes a
I'isomere cis vial'intermédiaire polypyrrang. Ces auteurs ont remarqué, par ailleurs, que
I'emploi d’'un dipyrrométhane encombré permettabkdenir sélectivement les porphyrines

trans-A-B..

Figure 1-10. Réarrangement du polypyrrdngonduisant au produits.
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Plus récemment, les mémes auteurs ont montré qoomvait €galement obtenir
sélectivement les porphyrinefransA,B, par auto-condensation d’'un monocarbinol-
dipyrrométhane synthétisé a partir du monoacylugyéthane correspondaftUne autre
variante proposée par Lindsey et ébkt conduisant aux porphyrines du typgBAonsiste a
faire réagir un dipyrrométhane non substitué enitipos5 et 5 sur un deuxieme
dipyrrométhane préalablement diacylé sur les mévosiions. Deux stratégies différant par
la nature des substituants situés sur les unigrdméthane ont ainsi permis de synthétiser
des meseporphyrines de type #8 avec des rendements allant de 14 a 35%. Le schéma

général de cette méthode est représenté sur I figil.

N = 1- NaBH4, THF/MeOH
\ / > R2 R2

R3

Rz R2
O (0]
S =z
VoieA'R:=R,=A. R.=B Z-M,MGCN,TFA
- N1 2 y 3 NH HN R3

VOieB:R]_:B, R2:R3:A

3- DDQ

Figure 1-11. Synthése de porphyrines de tyg@ par une variante de la méthode de Woodward eDidaald.

En adaptant cette procédure, ils ont proposé, iflaurs, une méethode générale d’obtention
des produits du typeis-A;B,, cis-A,BC, transAB,C ou encore ABCD. Les combinaisons
permettant d’accéder spécifiquement a chaque typ@atphyrinesmesesubstituées sont
reportées dans le tableau I-2. Cette stratégiedl@ermis de synthétiser degeseporphyrines
dissymétriqgues avec des rendements variant de 468% en utilisant une procédure de

purification simplifiée par rapport aux méthodesstantes.
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R4

Tableau I-2. Combinaisons conduisant ameseporphyrinescis-A,B, cis-A,BC, transAB,C et ABCD.

R]_ R2 R3 R4 Produit
A A B B CiS'Ang
B A C A cis-A,BC
A A B C Cis-A,BC
A B B C trans-AB,C
B A C B trans-AB,C
B A C D ABCD

A coté de cette méthode générale, il existe debadés de synthése propres a chacun
de ces composés. Ainsi, les porphyrimesA,B, peuvent étre obtenues par réaction d'un
tripyrrane avec un pyrrole substitué par deux geougnts carbin®d ou encore par
condensation d’un dialdéhyde et d’'un aldéhyde deeuyrrole? Ces différentes méthodes
nécessitent, néanmoins, plusieurs étapes de @tioiic ce qui les rend fastidieuses. Les
porphyrinestransAB,C peuvent étre synthétisées, quant a elles, pateosation d’'un
dipyrrométhane avec deux aldéhydes ou de deuxrdipgthanes avec un aldéhydeDu
fait des réarrangements se produisant en miliedeadrois produits sont formés d’ou la
nécessité de procéder ici encore a plusieurs éwgqsurification. La synthése desese
porphyrines comportant quatre substituants diffirest plus délicate et donne généralement
de faibles rendements. Par exemple, une voie dda&aee type de composés consiste a faire
réagir un dipyrrométhane substitué en position 5’ @lar des groupements carbinol avec un

autre dipyrrométhane et conduit généralement aduitr@orrespondant avec un rendement
inférieur a 1096

1.4 - FONCTIONNALISATION DE PORPHYRINES MESG-
SUBSTITUEES

L’élaboration de porphyrinesnesesubstituées peut étre également effectuée par
modification de porphyrines déja fonctionnalis&eSette stratégie est couramment employée
dans notre laboratoire, notamment, dans le buttrdiimire un bras espaceur permettant

d’éloigner le substituant du macrocycle porphyniiq(fig. 1-12)*** Par exemple, une
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procédure utilisée classiquement consiste a eHeatme réaction de Williamson sur une
porphyrine hydroxylée en présence d’'une chaindelisomée et de carbonate de potassium
sec dans du diméthylformamide anhydre. Des réatiten O-glycosylation en présence de
SnCl, dans du dichlorométhane anhydre peuvent alors réisées et conduisent aux
différents produits de couplage avec des rendenvaniant entre 12 et 75%%. Ces composés
ont également été synthétisés en appliquant laodétte Littlé et ont été obtenus avec des
rendements similaires. Bien que plus rapide, cddexieme voie de synthese nécessite,
néanmoins, la préparation préalable de précurggucgdiques dont la purification n’est pas

toujours aisée.

Q)

O-(CHy)3-R

R = O-glucose, -ribose, -maltose, -lactose (25a)

R = S-glucose, -galactose, -mannose (25b)

Figure 1-12. Exemple de porphyrines O- et S-gly&&sy obtenues par fonctionnalisation.

L’élaboration de mesearylporphyrines S-glycosylées en positiantho ou para
procéde, quant a elle, par réaction des thioglgessacétylés avec la porphyringBAmunie
d’un bras espaceur brorffé.Cette classe de porphyrines est particuliérematérdéssante
pour une application en photothérapie dynamiqudaitude la plus grande résistance des

liaisons S-glycosidiques vis-a-vis de I'hydrolysegmatique.

11l - CARACTERISATION DES PORPHYRINES MESO-
SUBSTITUEES

1.1 - SPECTROSCOPIE UV-VISIBLE
En raison de leur aromaticité, les porphyrines, mm@mnous l'avons souligné
précédemment, absorbent dans le domaine du visébbpii implique évidemment une forte
coloration. Les spectres d'absorption des porplegriprésentent une bande intersel()
entre 390 et 430 nm appelée bande de Soret etegoatdes de moindre intensité situées
entre 480 et 700 nm appelées bandes Q et notdesIfepar ordre décroissant des longueurs
d’'ondes. La bande de Soret est caractéristiquea dmrjugaison du macrocycle et est peu

influencée par les modifications apportées a aglui-es bandes Q, en revanche, y sont tres
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sensibles et varient suivant la nature et la mositles substituants fixés sur le macrocycle.
Les spectres les plus couramment rencontrés peéuentegroupés en quatre grands types
différant par la hauteur relative des bandes Qoatmésetio, rhodo, oxorhodoet phyllo (fig.
1-13).

rhodo
HI>TV>11>1

etio
IV>TI>1>1

T T T T
500 1 600 (nm) 500 600 (nm)

oxorhodo phyllo
HI>T1>TV>1 IV>TI>T11>1
)1

| 1 1 1
500 600 (nm) 500 600 (nm)

Figure 1-13. Allure des bandes Q pour les specti@ssorption du typetio, rhodo, oxorhodoou phyllo.

Les modifications de la délocalisation des 18 ébatrtrésultant de la protonation ou
de la métallation des porphyrines base libre géhéna gain de symétrie qui se traduit
généralement par la fusion des quatres bandesd@wenbandes (fig. I-14). La bande de Soret
reste, quant a elle, quasiment inchangée. Lestiarsaobservées du fait de la métallation
sont sensibles a la nature et au degré d’oxydaliométal mais aussi, a la nature des ligands

axiaux présents.

— _/

¥

M = ion métallique ou 2H +

Figure I-14. Délocalisation des électrandans le cas des porphyrines métallées ou protonées
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111.2 - RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

[11.2.1 - RMN du proton
Comme tous les composés aromatiques, les porpBypmesedent un courant de cycle

important affectant 'ensemble des protons du maaie (fig. 1-15).

Cone de BLINDAGE

Champ
1 induit

Cdne de DEBLINDAGE

Champ

S le indui
induit Courant de cycle induit

Cone de BiLINDAGE

Porphine

Champ appliqué

Figure 1-15. Courant de cycle d’une porphyrine ru&ure de la porphine.

Il en résulte que les protons se situant en péiiglis macrocycle sont déblindés alors que
ceux qui occupent une position interne se retroukbndés. Dans le cas de la porphine, par
exemple, les NH pyrroliques internes au macrocgclet fortement blindés et résonnent a
— 3,76 ppm du fait de leur présence dans le condiddage. Les proton pyrroliques, en

revanche, se situant en périphérie et donc a liextédu céne de blindage, sont déblindés et

résonnent vers 9,74 ppm.

La substitution des positiomsesoentraine une diminution notable du courant deecycl
et provoque, de ce fait, un blindage des pro@mpgrroliques ainsi qu'un déblindage des
protons NH internes par rapport a la porphine. Eitrep l'introduction de substituants
différents sur les positionsiesq de part la modification de symétrie qu'elle gé&né une
influence non négligeable sur les signaux corredaonaux protonB pyrroliques. Le schéma
I-16 représente les différents axes de symétriesgmté sur desmeseporphyrines
tétrasubstituées. Les signaux attendus pour lemns@ pyrroliques dans chaque cas de

figure sont également indiqués.
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Type A3B Trans-A,B2
Figure s (H-2,3,7,8,12,13,17,18) 4d (H-2,8;H-3,7;H-12,18;H-13,17) 2d (H-2,8,12,18;H-3,7,13,17)
8 12 8 12

Type Cis-A2B»> Trans-ABoC R=A,D:Cis-A2BC,ABCD
Figure  2s(H-7,8;H-17,18) 4.d (H-2,8;H-3,7;H-12,18;H-13,17) 4 d (H-2;H-3;H-7;H-8)
2d (H-2,13;H-3,12) 4d (H-12;H-13; H-17;H-18)

Figure 1-16. Axes de symétrie et figures attendams les proton$ pyrroliques.

Les protons3 pyrroligues des porphyrines de type parfaitement symétriques résonnent,
tout comme ceux de la porphine, sous la forme dhigue singulet pouvant s’expliquer par
la tautomérie des NH pyrroliques internes. Il alars été montré que lorsqu’on abaisse la
température provoquant l'interruption de la tautamédes huit proton§ pyrroliques ne sont
plus équivalent&? On observe alors un dédoublement des signaux itludala perte de
symétrie. Le plan passant par les positiomsso5 et 15 des porphyrines de typgBAou
transAB,C est plan de symétrie de la molécule. On devraiicdobserver 4 doublets
correspondant aux H-2,8, H-3,7, H-12,18 et H-13[ans la pratique, bien que les protons
portant les numéros 12, 13, 17 et 18 ne soientripasreusement identiqgues, on constate,
pour les porphyrines de typesB, que ces derniers résonnent souvent sous la fdiame
singulet. Les figures observées pour ce type deposas sont donc généralement 2 doublets
et un singulet. Les composés de tyransA,B, possédent 2 axes de symétrie. Les protons
B pyrroliques résonnent donc sous la forme de dewbldts. Pour les porphyriness-A,B,,

il 'y a plus qu’un seul axe de symétrie entraifaguivalence des protons H-7,8 et H-17,18
qui résonnent sous la forme de deux singulets gnsides protons H-2,13 et H-3,12. Ces
derniers résonnent sous la forme de doublets tidédieur couplage avec le proton adjacent.
Enfin, les composés de tymis-A,BC et ABCD ne possédent aucun axe de symétrie. Les

différents protons résonnent donc sous la formdodiblets.
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Nous avons représenté, sur la figure 1-17, lesasignobtenus pour les protons
B pyrroliques damesearylporphyrines glucosylées eara, correspondant aux types,A\sB,

cis- et trans-A,B,.** Les figures sont conformes a celles attendues, alats le cas de la

porphyrine AB, un singulet correspondant aux protons H-12,138.7

/A3 B
trans-A2B2
P cis—A2B2
— A d ¢
I 4 2s '_i L
d . Xy |
a |
FL. i

Figure 1-17. Comportement des protdhgyrroliques desnesearylporphyrines glucosyléés

[11.2.2 - RMN du carbone 13

Cette technique fournit un complément aux inforovai apportées par la
spectroscopie RMN du proton et permet, bien souwdeh confirmer les attributions. En
RMN du'3C, la résonance des noyaux est relativement peuatéé par les courants de cycle
mais demeure trés sensible aux effets électronidquessspectres obtenus par cette technique
peuvent étre divisés en trois domaines principalimut d’'abord, les carbones et
B pyrroliques résonnent respectivement vers 145,0138,0 ppm. Enfin, les carbones
correspondant aux positionseso résonnent entre 95,0 et 120,0 ppm. Les carbones
a pyrroliques, par ailleurs, sont sensibles a laciadtrie des NH internes et apparaissent le
plus souvent sous la forme de figures élargieserigore, un abaissement de la température a
— 60°C permet d'observer deux signaux tres netsespondant chacun a quatre carbones

a pyrroliques?®

1.3 - SPECTROMETRIE DE MASSE
Un des avantages de la spectrométrie de masséerstldi d’'une faible quantité
d’échantillon (<1mg). Elle permet d’observer la s@snolaire ainsi que des fragmentations

correspondant a la perte de substituants péripiesigDu fait de la faible volatilité des
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porphyrines, les méthodes classiques d’ionisatoor difficilement applicables. En effet, de
telles méthodes nécessitent, lorsqu’elles sontiqugss aux porphyrines, de chauffer
fortement I'échantillon ou encore d’introduire detui directement dans la chambre
d’ionisation. Il en résulte généralement un risgeedégradation thermique ou chimique du
produit que I'on souhaite analyser. Afin de réseudk probleme, des techniques d’ionisation,
réalisées dans des conditions plus douces, sdigéati. Par exemple, la méthode SIMS
(bombardement atomique de I'échantillon par dess iodsium) ou la méthode MALDI
(désorption laser) sont particuliérement bien aslsptlLes spectres peuvent étre eégalement
effectués par électronébulisation (ESI) en modeitibogn utilisant les ions du
polyéthyléneglycol comme référence interne. Dansake de la méthode SIMS, I'échantillon
est un dépot solide de porphyrine sur un suppotaliigtie. Pour les deux autres méthodes, le

compose est dissous dans un solvant ou un mélanga\hnts.

IV - APPLICATIONS

Les applications auxquelles sont destinées leshyames sont diverses et recouvrent
de nombreuses disciplines. Elles font d’ailleursbjét d’un volume de la collection « The

Porphyrin Handbook %.

IV.1 - GENERALITES

Dans le domaine de l'opto-électronique, la fixatide longues chaines alkyles,
notamment sur demesearylporphyrines, permet de produire des cristagxides d’'un genre
nouveatf® Sous forme métallée ou méme parfois base libsepdephyrines constituent, par
ailleurs, d’excellents agents d’oxydoréduction thigue ou photochimiqu&.En particulier,
la synthése de nouvelles générations de porphyriméallées a permis de reproduire ou de
mimer un grand nombre de réactions catalysées gmredzymes héminiques et ainsi, de
mieux appréhender les mécanismes régissant lesvéyants>® La spécificité des complexes
biologiques résultant des interactions protéinetande la porphyrine peut étre retrouvée
pour les complexes synthétiques par modulation étaininséré et variation des substituants
périphériques. Par la suite, I'application de cesiveaux catalyseurs s’est élargie a la
fonctionnalisation d’alcenes, notamment par dihygiiation et époxydation, afin de valoriser

les dérivés du pétrole ne pouvant étre auto-ox§és.

De la méme facon, I'imitation du systéme de tramsd&nergie chez les organismes
chlorophylliens a conduit, ces dernieres annéds, synthése de nombreuses porphyrines
comprenant un donneur et un accepteur d’élecffoDans un contexte ol la recherche de

nouvelles énergies est un enjeu important, la raisgoint de tels systémes capables de

-32-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

capturer et de stocker I'énergie solaire se répaléiculierement intéressante. Dans le méme
ordre d’'idée, on a pensé utiliser des porphyrireassde cadre de la photodécomposition de
I'eau résultant en la formation de dihydrogénesahle comme combustibfeCe dernier est
considére, en effet, comme une solution de rempiané propre, bon marché et compétitive
par rapport aux combustibles fossiles employésetietuent. Le procédé qui conduit a la
formation de dihydrogéne consiste a réduire I'eauyme espéce trés réductrice, elle-méme
produite par photooxydation d'une substance orgemid.-'idéal serait de remplacer le
donneur, généralement une amine ou un sucre régdug I'eau elle-méme. Le processus
serait alors une photolyse de I'eau permettant alendr a la fois du dihydrogene et de
'oxygéne par oxydation de l'eau. Un tel systemenstibue théorigquement une source
inépuisable d’énergie mais il demeure limité ersomi de la consommation du donneur

d’électron et de la dégradation du photosensiltdisa

Dans un tout autre domaine, la découverte dpgrexydase héminique, la ligninase
ou LiP, capable d'oxyder la lignine, a incité ldsercheurs a développer des catalyseurs
reposant sur le méme mod&en effet, la lignine est un des sous-produits Itéastide la
production de pate a papier et les techniques gEmegusqu’a présent de I'éliminer sont
plus ou moins nocives pour I'environnement. L'g@liion de porphyrines et notamment, de
porphyrines sulfonées métallées par du fer ou dagar@ése, constitue une solution de
remplacement aux méthodes existantes et préseavantage d'étre plus respectueuse de
I'environnement® Toujours dans le secteur de l'agrochimie, il a &téntré que des
métallosulfonoporphyrines étaient capables de puwmmio I'oxydation de composés
organiques chloré®” De ce fait, leur utilisation afin d’éliminer desésidus non
biodégradables comme le DDT pourrait se révéletiquierement intéressante pour une
application a I'échelle industrielle. Enfin, leuhgiosensibilité en font des candidates idéales
pour une application médicale dans le cadre dédaophérapie dynamiquéC’est ce dernier

aspect qui nous intéresse plus particulierememenous allons maintenant développer.

V.2 - LA PHOTOTHERAPIE DYNAMIQUE
On définit la photothérapie dynamique comme le @décde photothérapie indirecte
qui associe la lumiére visible et la présence dinotosensibilisateur a des conditions
aérobies. Rappelons que le terme photothérapigraesoute technique faisant usage de la
lumiere pour traiter des maladies. Cette technigpese essentiellement sur des transitions
électroniques qui sont a l'origine de réactions tpbleimiques pouvant se poursuivre a

I'obscurité.
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La photothérapie peut étre divisée en deux gracal&gories :

» la photothérapie directe. Dans ce cas, aucun méditan’est administré au patient.
La lumiére agit donc directement sur des molécdégd présentes dans I'organisme,

* la photothérapie indirecte. Elle nécessite [|'adstmaition préalable d’'un
photosensibilisateur dont I'irradiation va permettte produire les espéces actives.
C’est le cas de la plupart des procédés utilisédéoeloppés actuellement.

IV.2.1 - Historique

IV.2.1.1- Généralités
Les vertus curatives de la lumiére sont connuesiiddp nuit des temps. Déja, dans
'Egypte antique, les malades atteintsvitdigo ou de psoriasis étaient traités par exposition a
la lumiére aprés application d’huile de bergamaoitelss zones affectées. On sait aujourd’hui
que cette derniere renferme des psoralénes (fiB) lHesquels sont, tout comme les
porphyrines, des photosensibilisateurs potentfels. fin du XIX®Me sigcle, il a été montré la
possibilité de soigner par la lumiere les patiertsints ddupus vulgaris une maladie de la

peau trés courante a I'époque dans les pays nasliqu

o o~ Yo o o~ Yo o o~ Yo
OMe
a) b) C)

a) Motif de base des psoralénes ; b) et c) Exemplés psoralénes utilisés dans le traitement du psasis.

Figure 1-18. Quelques structures de psoralénes.

Apres une période de stagnation pendant I'entre-geerres, la photothérapie a

suscité un regain d'intérét et s’est développémmment, dans quatre axes tres différents :

» la synthese de la vitamine D dont la carence Estigine du rachitisme chez I'enfant,
 le traitement du psoriasis qui reste, malgre togtrable,
» l'usage de la photothérapie pour soigner les naux+p@s atteints de jaunisse,

* |e traitement de certains cancers.

IV.2.1.2 - La photothérapie dynamique des cancers (PDT)
Bien que diverses étud@sient mis en évidence I'existence d’'un effet plgtmmique bien
avant cette date, c’est surtout dans les années’'6@t eu lieu les premiéres avancées ayant
permis de faire progresser cette technique. Toalbald, des travaux antérieurs ont conduit
Lipson et colP* & développer la synthése de I'hématoporphyrinvéeér(HpD), obtenue par
traitement de I’hématoporphyrine avec de I'acidétigoe et de I'acide sulfurique, suivi de la
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dissolution des produits acétylés formés dans @se lalcaline. Diverses études ont montrée
qgue la HpD s’accumulait préférentiellement dangitesis tumoraux plutét que dans les tissus
sains adjacenfS.Il a été observé, par la suite, qu’en modifiastdenditions d’irradiation, on
pouvait induire la destruction sélective des ceButumorale® Diamond et colf®® ont,
notamment, rapporté la photodégradationivo de gliomes qui sont des tumeurs du systeme
nerveux central. Ce sont dailleurs ces auteursamiintroduit le terme de photothérapie
dynamique pour désigner ce procédé. De la méma f@wougherty et cof®® ainsi que Kelly

et Snelff® ont montré que la combinaison d’hématoporphyrigéevde et de lumiére était
capable de détruire les tumeurs. Suite a ces dédesy de nhombreuses études réaliggées
vitro etin vivo ont été menées pour finalement conduire aux prenassais cliniques dés le
début des années 70Quelques années plus tard, Dougherty et *talint isolé, par
purification de la HpD par chromatographie d’ex@éas un sous-mélange plus connu
aujourd’hui sous I'appellation de Photoftiiffig. 1-19). Le Photofrifi et le Foscah sont, a
I'heure actuelle, les seuls photosensibilisategtrmpyrroliques utilisés pour le traitement des
cancers. D’autres produits parmi lesquels la Viselly déja agréée pour soigner la
dégénérescence maculaire liee a I'age, sont erephiassais cliniques a différents stades de

la procéduré?
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Figure 1-19. Structures du Photoffirdu Foscaf et de la Visudyre
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IV.2.2 - Principe et mécanisme de la PDT

IV.2.2.1- Principe
Comme nous l'avons souligné précédemment, la tree@mtodynamique repose sur

la photooxydation en présence d’un colorant deisisgbles ; elle est schématisée sur la figure
[-20.

e Gue lques P Glue lques
( Tumeur ) - -
I — minutes heures
tissu saim P P
.--_"'I""-'_-"'I"‘_--.

Injection de porphyrines P

Tumeur détruite

Figure 1-20. Principe de la PDT.

Suite a leur injection, les porphyrines vont pepea s’accumuler préférentiellement
dans les tissus tumoraux plutdt que dans les tsans adjacents. Aprées irradiation par de la
lumiére rouge et en présence d’oxygene, de telleleaules qui, seules, sont inoffensives
peuvent devenir trés cytotoxiques. Ainsi, une tumesuichie en photosensibilisateur pourra
étre détruite sélectivement. Les raisons de I'actation des porphyrines dans les tumeurs ne
sont pas entiérement élucidées car il s’agit d’'uac@gssus complexe faisant intervenir
différents facteur®) De plus, ces derniers peuvent avoir une importaetaive variable
selon le type de tumeur, sa taille, sa microvasisalton ou encore selon le degré
d’infiltration de la tumeur par les macrophagesutgfois, il semble que ce phénomene ait un
lien étroit avec les lipoprotéines de basse derfkild) qui sont, avec les lipoprotéines de
haute densité (HDL), les principaux transportewsgsins des porphyrindsEn effet, au
cours des derniéres années, un certain nombrawkui ont souligné le réle majeur des LDL
dans cette accumulation sélectivell a ainsi été montré que les cellules cancéreuses
expriment plus de récepteurs spécifiques des LD& lgs cellules normalé€ En outre,
diverses études réalisées vitro et in vivo ont confirmé le rble important du récepteur
spécifique des LDL dans la capture cellulaire deplpyrines. Ainsi, Kess®&P a pu mettre en

évidence, chez des souris porteuses d'une tumelmopaire, une corrélation entre la
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rétention de I'hématoporphyrine par differentsussst le degré d’expression du récepteur des

LDL dans ces derniers.

IV.2.2.2- Mécanisme de la PDT
Les porphyrines et les structures qui en dérivéasbebent la lumiere rouge a une
longueur d’onde d’environ 600 nm. Apres irradiati@ absorption d’'un photon, le
sensibilisateur passe de I'état fondamental & ah ecité triplet (T, ~ 10°s) via un état
excité singulet (§ ~ 10°%s) de courte durée de vie (fig. I-21). Le retoun’dtat triplet excité
est lent car cette transition est théoriquemergrdite. Le sensibilisateur peut alors se
désactiver par phosphorescence ou réagir avec rsorognement selon deux mécanismes

différents?®

Mécanisme de 10
I

type I1 —
So [
3 02

Substrat Fluorescence
Phosphorescence
L ]
Réactions Substrat i S,
radicalaires #
T, _T_
Mécanisme de

type I

Transition
inter-systéme

Figure 1-21. Mécanisme photochimique de la photatpie dynamiqué®

Tout d’abord, I'état triplet peut prendre part a pnocessus de transfert d’électrons avec un
substrat biologique pour former des radicaux et ides radicalaires. Par réaction avec
'oxygéne, ces derniers peuvent alors générer dedujis oxygénés tels que les ions
supepxydes. Ces différentes étapes constituent le nsfoarde type 132 L’état triplet excité
peut également subir un processus photochimiquesmondant au mécanisme de type Il et
conduisant a la formation d’'une espece particuliert réactive de I'oxygene, l'oxygene
singulet, de courte durée de ¥itCelle-ci est comprise entre 1 ep8 dans I'eau et diminue
fortement dans les systemes cellulaires ou elledéstviron 100 ns dans les milieux
lipidiques et de 250 ns dans le cytopladfriear ailleurs, la distance de pénétration dans les
cellules de I'oxygéne singulet ne semble pas dé&pa&snm alors que la taille de celles-ci est
d’approximativement 10 a 10dm.***** Par conséquent, I'endroit ou est générée cettaefor
particulierement réactive de I'oxygene déterminanddure des structures subcellulaires qui
vont pouvoir étre atteintes et dégradées. L’oxygangulet est un puissant oxydant qui peut

attaquer directement certains acides aminés canttuginsi a l'altération structurale de

-37-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

nombreuses protéines membranaires mais, eégaletkpgeroxydation des lipides insatures.
Des réactions de type radicalaire peuvent ensaifgaduire lors de la phase de propagation
pouvant se poursuivre a l'obscurité et entrainenoevelles dégradations des constituants
cellulaires conduisant a leur mort par nécrose mapse? || semble que le mécanisme de
type Il prédomine méme si il y a des présomptioasr mue les ionsupepxydes soient
impliqués dans certains cas, notamment lorsqubdéopensibilisateur utilisé est une chlorine
ou tout autre dérivé de porphyrines dont une osi@lus doubles liaisons ont été oxyd€es.

IV.2.3 - Evolution de la PDT

IV.2.3.1- Elaboration de nouveaux photosensibilisateurs

Les résultats cliniques obtenus avec le Photdfiimt de la photothérapie dynamique
une technique prometteuse pour localiser et traitertaines pathologies cancéreuses
lorsqu’elles sont a un stade précoce, en particld®cancers de la vessie, du poumon, de la
peau ou encore de I'appareil aérodigestibans le cas des tumeurs inopérables, elle permet
souvent un allongement de la durée de vie desnpaitét surtout une amélioration notable de
leur confort de vié® Toutefois, la PDT telle qu'elle est pratiquée awgbhui présente
plusieurs inconvénients. Ainsi, elle ne peut étppliguée dans le cas des tumeurs déja
métastasées, si ce n'est pour soulager les malades) s’'agit en fait d’'une chirurgie
d’exérése par la lumiére. En outre, parmi les sfecondaires liés a I'usage du PhotSfrle
principal inconvénient est la photosensibilité odia des patients traités qui doivent attendre
4 a 6 semaines avant de pouvoir de nouveau s’exmuegressivement a la lumiére. Le
Photofri’ se présente, par ailleurs, sous la forme d’'un myélacomplexe de porphyrines
sous différentes formes monomériques et oligomésginfin, il absorbe faiblement dans le
domaine du rouge qui est la longueur d’onde payudie se produit la plus forte pénétration

de la lumiére dans les tissus.
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Toutes ces raisons ont incité les chercheurs a okdab de nouveaux

photosensibilisateurs. Leur développement doigméun certain nombre de critéres :

* le photosensibilisateur doit étre un composé puiromélange parfaitement défini,

e il doit pouvoir générer la production d’oxygéne gitet avec un fort rendement
guantique,

* sadurée de vie plasmatique doit étre satisfaisante

» il doit présenter une bonne pénétrabilité cellelair

« il doit absorber significativement dans la zone dgsandes longueurs d’onde
(700-800 nm),

» il doit faire preuve d’une bonne sélectivité visdia-des cellules tumorales,

» il doit posséder une faible toxicité a I'obscur@@entrainer une photosensibilité cutanée
limitée,

« enfin, il doit étre stable et facile a administex patients (formulation).

Afin de répondre aux mieux a ces criteres, on amparaitre, ces dernieres annees,
une seconde génération de photosensibilisateusemant notamment une forte absorption
dans les grandes longueurs d’onde et conduisart dame meilleure pénétration dans les

48,49

cellules. Parmi ces nouveaux composeés, les chlorines etér@atlorines ont

particulierement attiré I'attention. Les variatiodes spectres d’absorption obtenus pour ces

deux types de dérivés par rapport a la porphyroreespondante sont illustrées sur la figure
[-22.
‘
H
HH
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Porphyrine Chlorine Bacteriochlorine
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Figure 1-22. Comparaison des spectres d’absorpigochlorine et bactériochlorine avec celui de leppgrine
correspondante.

Les chlorines et les bactériochlorines peuventegdant, se réoxyder en porphyrines.

On peut résoudre ce probléme en procédant a uraséah du macrocycle conduisant a des
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dérivés porphyriniques tels que les purpurines ehzbporphyrines (fig. 1-23). Les
phthalocyanines sont également des candidatestigdies pour une application en PDT et
présentent une longueur d’onde d’absorption maxralsituant entre 675 et 700 nm.

Hgoog  COOCHs

H=C

COOH  COOCH3 X X
Ethylthiopurpurine Benzoporphyrine dérivée Phthalocyanines

SnEt, BPD-MA X=H, SOz Na"
A =660 nm A =690 nm A =675nm

Figure 1-23. Exemples de photosensibilisateursedersde génération.

IV.2.3.2 - La chimiopotentialisation

Il s’agit d’améliorer ici I'efficacité de I'effet potocytoxique vis-a-vis des tumeurs par
combinaison de la photothérapie dynamique et d’pharmacothérapie adéquate. Cela
consiste, par exemple, a augmenter le degré d’ovatgs des tumeurs puisque les especes
actives, que ce soit par le mécanisme de typepanwcelui de type Il, dérivent de I'oxygene.
Cette stratégie s'avere d’autant plus intéressqnlit a été remarqué que les tumeurs d’'un
certain volume deviennent rapidement hypoxiquese tille approche a été adoptée par
Cowled et Forbe8 qui ont montré gu’on pouvait améliorer de fagagngicative I'efficacité
de la PDT par prétraitement a I'aide d’agents véatadeurs. Une autre possibilité consiste a
augmenter la concentration du photosensibilisataurniveau des cellules tumorales en
procédant par surexpression des récepteurs speésfides lipoprotéines de basse densité
(LDL).*

IV.2.3.3- Traitement de maladies autres que le cancer

Outre son application dans le traitement des cantamphotothérapie dynamique est
une technique prometteuse pour soigner une graadét& de maladies cardiovasculaires,
dermatologiques ou encore ophtalmigtie®ar exemple, comme nous I'avons souligné
précédemment, la Visudyfe désormais recu I'agrément pour étre utilisées darcadre du
traitement de la dégénérescence maculaire liégga.I'Cette maladie est, en effet, la cause la
plus fréquente de cécité dans les pays induséglien raison du vieillissement de la
population. Dans sa forme la plus grave, elle tésie la prolifération de vaisseaux sanguins
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sous la rétine. La Visudyfiea la particularité de s’accumuler dans ces vaisseaormaux
trés rapidement aprés son injection par voie ieireuse. L'irradiation de la zone affectée
permet alors d’obstruer les vaisseaux tout en daisintacte la rétine. Une autre de ses
applications potentielles est le traitement desadiak des artéres coronaires. On désigne cette
application particuliere de la PDT par le termetphagioplastie. La porphyrine, dans ce cas,
est injectée dans le sang et s’accumule dans ledspde I'artéere endommagée. Ensuite,
I'artére est éclairée de l'intérieur a l'aide d’us@urce lumineuse appropriée ce qui active le
photosensibilisateur et cause la destruction deggianormaux en épargnant les parois saines
de l'artére. Dans ce champ d'application, I'Anfrirest actuellement en cours d’essais

cliniques en phase | et Il (fig. 1-24).

OH

OH

Figure 1-24. Structure de I'Antrfh

En outre, du fait de la tendance des porphyrine&écumuler dans les cellules en
cours de prolifération, les chercheurs ont envisdgéles utiliser pour lutter contre les
maladies infectieuses causées par certaines lectdrivirus. Elles sont alors substituées par
un polymere, en général, la polylysine, qui leunpet de pénétrer dans les cellules. Chez des
animaux atteints d’infection, ces porphyrines miééis ont un effet antimicrobien puissant
contre un large spectre de bactéries. Dans unxient@ les bactéries sont de plus en plus
résistantes aux antibiotiques existants, cette icgign se révele particulierement
intéressanté’. Enfin, des études visant a utiliser la photothi&alynamique pour traiter les
patients atteints du sida ou autres maladies autadnes mais aussi, aux rejets de greffe sont

actuellement en cours et donnent d’ores et déjacdestats encourageants.
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IV.2.4 - Reconnaissance et sélectivité

IV.2.4.1- Reconnaissance

Dans le corps humain, les cellules communiquenihes avec les autres de maniere a
organiser de facon harmonieuse leur fonctionnempeaygre. Dans ce but, elles sont équipées
de récepteurs qui sont spécifiques des différemtssagers chimiques générés notamment par
les neurones. Les récepteurs sont des moléculégiques enchassées dans la membrane
plasmique de sorte qu’'une partie de leur strucamerge a lI'extérieur de la cellule. En
surface, cette protéine présente une forme touédeemtec des creux, des vallées et des crétes
dans laquelle se trouve une zone dont la configurast parfaitement adaptée pour recevoir
le messager chimique. Cette zone correspond auesifxation et est analogue au site actif
d’'une enzyme. En réalité, le site de fixation n'pas en permanence dans la configuration
idéale pour recevoir le messager chimique qui durespond. En effet, il se remodéle a son
approche de maniére a optimiser les interacticargds avec ce dernier. Ce phénomene est
connu sous le nom de «théorie de I'ajustementiinduCes interactions liantes sont des
liaisons de faible énergie, essentiellement desols hydrogéne et de type Van der Waals
mais aussi, dans certains cas, des liaisons ionigueavec des métaux. La membrane
plasmique est constituée d’'une bicouche phospldddipé comportant une partie polaire
hydrophile et un cceur hydrophobe et a pour fonctienprotéger la cellule vis-a-vis de

I'extérieur (fig. I-25).
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Glycoprotéine

Figure 1-25. Schéma de la membrane plasmique cetiele.

De plus, comme nous l'avons souligné précédemneltd, contient également diverses
protéines parmi lesquelles des glycoprotéines tinfragments glucidiqgues sont importants
lors de la reconnaissance des cellules. En etiepattie glucidique est a I'extérieur de la

membrane plasmique et flotte au-dessus d’elle urada maniére d’un drapeau. Ces glucides
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situés a I'extérieur de la membrane peuvent redtnenane cellule équipée d’un récepteur lui
correspondant ou jouer eux-méme le rdle de récefdtea récepteurs capables de reconnaitre
spécifiguement les glucides sont des protéinesidasqguelles des enzymes, des anticorps ou
encore une classe particuliere de protéines appédédnes. Ces dernieres, notamment, ont
fait 'objet de nombreuses études, en raison deiteplication dans de nombreux processus
biologiques? En particulier, les travaux de Monsigny et ¢#lisur le role des sucres dans la
reconnaissance cellulaire ont montré que les ealltdmorales étaient enrichies en lectines
membranaires. Bien que laffinité des lectines plas monosaccharides soit relativement
faible avec des constantes d’association de I'addrenillimolaire, elle est aussi, trés souvent,
fortement sélective. Ainsi, certaines sont capableseconnaitre le galactose mais pas le
glucose qui ne differe pourtant que par la positiongroupement hydroxyle en C-4. Elles
sont méme sensibles a la configuration anomériqueswtre reconnaissant, par exemple,
'anomérea mais pas son analoge Pour conclure, les molécules pouvant étre recesinu
spécifiguement par des récepteurs ne se limitehpa seuls glucides. Certaines intégrines,
par exemple, reconnaissent sélectivement le mdiDRarginine-glycine-acide aspartique)
qui est une structure tripeptidique présente dasgdotéines de la matrice extracellulaire.

IV.2.4.2 - Sélectivité

Parmi les conditions que doivent remplir les phetssbilisateurs potentiels, nous
avons évoqué précédemment la sélectivité vis-aless cellules tumorales. Cette sélectivité
peut étre obtenue de différentes facons. Tout dtBde choix de la source lumineuse est un
facteur déterminant. En effet, celle-ci doit permgetd’irradier de fagcon tres précise les
cellules tumorales en épargnant au maximum ledusissains environnants. Il s’agit
généralement d’'une source laser dont le rayon @retaisément focalisé a l'intérieur d’'une
fibre optique sans perte significative d’énergielaCs’avere particulierement utile pour le
traitement de tumeurs par voie endoscopique coremedncers de la vessie, des bronches ou
encore de I'cesophage. Un autre facteur sur lequedenit jouer est le ciblage sélectif des
cellules tumorales par le photosensibilisateurm@me. Plusieurs stratégies sont alors
possibles. On peut, par exemple, greffer sur lalpgine des groupements qui pourront étre
reconnus spéecifiquement par des récepteurs sitméssscellules tumorales. Ces groupements
peuvent étre, par exemple, des glucides ou en@seadides aminés. Cette approche a éte
adoptée par notre laboratoire dans le cadre, notandu programme de synthése de
porphyrines glycosylée§®® Récemment, on a vu également apparaitre une &musi
génération de photosensibilisateurs constituéeodehgrines sur lesquelles ont été fixés des

anticorps monoclonauX. Ces derniers sont capables de reconnaitre s&ewivt les
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antigénes correspondants situés sur les cellutesrades ciblées. Une fois ces deux éléments
liés, le photosensibilisateur est libéré et, apmegliation, conduit & la destruction sélective
des cellules cancéreuses. Une autre méthode @dnaistvectoriser sélectivement le
photosensibilisateur en le préchargeant sur lepigiéines de basse densité (LDL) qui sont
I'un des transporteurs naturels majeurs des poipdgrdans la circulation sanguitié?
L’intérét de cette démarche est de favoriser lespart des porphyrines par les LDL dont les
récepteurs sont surexprimés au niveau des celiuhesrales plutét que par les lipoprotéines
de haute densité (HDL) qui, elles, n'ont aucun maulocalisateur par rapport aux tumeurs.
Une derniere méthode générale consiste a encagsuf@incipe actif dans des systemes
capables de le transporter sélectivement vers édlsiles tumorales’®® Cette derniére
approche a été en grande partie motivée par lejfetnombre de photosensibilisateurs de
seconde geénération sont hydrophobes. Leur injeghi@nvoie intraveineuse est donc un
facteur limitant du fait de leur faible solubilitlans I'eau. Parmi les systémes couramment
utilisés, on peut citer, notamment, les liposomesant fait 'objet de nombreuses études
quant a leur aptitude a encapsuler des dérivéshponiques>**® Les liposomes ont été
décrits, pour la premiére fois, par Bangham et*alans les années 60. Il s’agit de vésicules
comportant une ou plusieurs membranes concentradgiesmposition lipidique analogue a la
membrane plasmique et a l'intérieur desquellesrgevé un compartiment aqueux. Les
liposomes peuvent donc incorporer en leur seini diess des molécules hydrophiles que des
molécules hydrophobes. A cause de leur taillefoird preuve d’'une plus grande sélectivité
pour les cellules tumorales, plus perméables cpidsus sain¥.lls présentent 'avantage, en
outre, du fait de leur biocompatibilité, de trangpole principe actif jusqu’a sa cible sans que
celui-ci ne subisse de dégradatioits. Enfin, les liposomes permettent a la molécule
incorporée de traverser la membrane plasmiquealkses ciblées et d’agir directement dans

le cytoplasme de celles-i.

V - OBJECTIF DU TRAVAIL

Parmi les photosensibilisateurs potentiels, les pipgines glycosylées ont
particulierement attiré l'attention car elles capyent en une seule molécule la chiralité
intrinséque et I'hydrophilie du sucre avec les pietgs associées au macrocycle hydrophobe.
En effet, tout médicament doit faire preuve d'uruiigre donné entre ses propriétés
hydrophiles et lipophiles. Dans le cas ou cet déupailn’est pas respecte, plusieurs problemes
peuvent se poser. Ainsi, une molécule trop polséma rapidement excrétée par I'organisme
sans avoir eu le temps d’atteindre sa cible etid’&g¢ méme, si elle est trop lipophile, elle ne
se solubilisera que partiellement dans I'eau &, b toute fagon, rapidement capturée par les
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régions adipeuses de l'organisme. Sur la base sleagsidérations, nous avons synthétiseé
une nouvelle classe de porphyrines glycosylées lesqguelles I'unité glucidique est séparée
du macrocycle porphyrinique soit par un bras egpaicsaturé, soit par une chaine munie de
groupements hydroxyle. Nous avons procédé, danpremier temps, par métathese des
alcénes a l'aide du catalyseur de Grubbs de de@xgémération ce qui, a notre connaissance,
n'a jamais été réalisé sur des porphyrines. Le atgcte hydrophobe assure I'équilibre des
propriétés hydrophiles et hydrophobes nécessaitasvenbilité de la molécule. La fixation
des unités glucidiques est susceptible, tout d@baraugmenter la solubilisation des
composeés dans I'eau facilitant ainsi leur transpers les cellules cancéreuses. Les sucres
fixés doivent permettre, en outre, de cibler séleatent les cellules tumorales enrichies en
récepteurs spécifigues. En raison de la diverséé kctines membranaires et de leur
spécificité vis-a-vis d’un grand nombre de monop@isaccharides, nous avons fait varier la
nature du glucide fixé afin de multiplier les ciblg@otentielles. Ainsi, le glucose et le
galactose sont soit greffés sur la chaine parefmédiaire d’'un atome d’oxygéne, soit
directement fixés sur celle-ci. Cette Iégere modifon a pour but de vérifier si la présence de
'atome d’oxygéne est nécessaire a la reconnaissahc photosensibilisateur par les
récepteurs. Dans la négative, cela pourrait seleéyarticulierement intéressant car les
porphyrines C-glycosylées ainsi obtenues pourrdi@nt preuve de plus de résistance que
leurs analogues O-glycosylés vis-a-vis de I'hydselgnzymatiqu&. Nous avons également
fait varier la nature de la configuration anoméeicafin d’étudier I'influence éventuelle de

cette derniére sur la reconnaissance des porpkygelactosylées correspondantes.

En plus de ses propriétés photosensibilisatricesmhcrocycle aromatique peut
engager des liaisons de type Van der Waals ave@antie plane et hydrophobe du site de
fixation renforcant de ce fait les interactionsntide photosensibilisateur a ce dernier. La
présence du bras espaceur pourrait optimiser ¢eaations et permettre également, du fait
de I'encombrement global généré sur le composégd@nter sa sélectivité. En outre, la
présence de la double liaison et le fait que lesigements phényle ne soient pas coplanaires
avec le macrocycle conférent a I'ensemble une icertaigidité. L'intérét de cette
rigidification du photosensibilisateur est qu’emiliant les rotations dans la molécule, on fait
en sorte qu'il adopte une conformation donnée. @elarait donc permettre d’augmenter la
sélectivité du photosensibilisateur vis-a-vis deepieur au cas ou, de part ses diverses
conformations, il aurait eu plusieurs récepteursspimes. Dans le cas ou cette conformation
se revelerait idéale pour que le photosensibilisasoit rapidement reconnu et fixé, on
pourrait éviter les effets secondaires et augmebhaetivité du principe actif. Dernier
parameétre que nous avons fait varier, la positaho ou para du bras glucidique sur le

-45-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

groupement aryle peut avoir une influence non géglle sur [lactivité du
photosensibilisateur. Celle-ci est de deux sortesine part, cela peut induire une
modification des propriétés électroniques du pharieiilisateur et jouer, de ce fait, sur les
interactions de ce dernier avec le site de fixati@iautre part, compte tenu de
I'encombrement stérique plus important dans ledessdérivé®rtho, cela peut avoir un effet

significatif sur la sélectivité du composé vis-&-du récepteur.

Par ailleurs, une des difficultés majeures dardab@ation de médicaments consiste a
obtenir des composés qui puissent étre facilenignin@és par I'organisme apres avoir atteint
leur cible et agi. Le caractéere hydrophobe de ersamolécules peut ralentir ce processus et
il peut étre alors intéressant d’intégrer sur lm@pe actif des groupements pouvant étre
modifiés par I'organisme afin d’en faciliter sonpession. Les groupements méthyle font
partie de ces fonctions pouvant étre transform@esa rendre plus polaire le principe actif.
C’est pourguoi nous avons choisi de fixer, surpgesitionsmesonon substituées par le motif
glucidique, des groupements tolyle dont les méthglaurront étre transformeés. Les différents
paramétres dont nous avons tenu compte pour esgdigptimiser [l'efficacité des

photosensibilisateurs en vue d’'une application @ Bont réesumés sur la figure I-26.

La présence de la double liaison permet égalenpt,sa fonctionnalisation, de
pouvoir accéder facilement a de nouveaux prodwetstductures diverses et variées. Nous
avons choisi d’appliquer la réaction de dihydrokgla de Sharpless sur quatre de nos
produits. En effet, la présence de groupementsoltyttr supplémentaires est susceptible
d’augmenter le caractére amphiphile des compos&s abtenus et de faciliter encore plus
leur solubilisation dans I'eau. Enfin, certains gesduits ont également été encapsulés dans
des liposomes afin de faciliter leur solubilisataans I'eau.
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Macrocycle hydrophobe
- équilibre la molécule.
- interactions de type Van der Waals
renforgant la fixation sur le site de liaison,
- propriétés photosensibilisatrices.

Position ortho ou para
- joue sur les interactions avec le site de fixation,
- sélectivité du fait de I'encombrement ?

™ H G OCHzCH=CHXNﬁ'§_0H Sucre (avec X=CH,0 ou CH,)

G | - partie hydrophile,

rigidific la - Tacilite la solubilisation dans 1'cau,

[ molécule : - reconnaissance cellulaire,
sélectivité ? - résistance aux hydrolases (C-glycosides),
— - influence de la nature du sucre et de la
Q O configuration anomérique sur la sélectivité.
& t

CH, pouvant &tre transform¢ en CO,H pour
faciliter I'élimination du composé.

Figure 1-26. Effets potentiels jouant sur I'effiigcen PDT des porphyrines glycosylées éthyléniques

Afin d’élaborer les porphyrines glycosylées éthydges, nous avons adopté une
stratégie en deux étapes consistant a faire réagiorphyrine allylique avec un dimere
glucidique préalablement obtenu par homodimérieatioc monomere correspondant (fig.
1-27).

tol

OCH,CH=CH,

- tol
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R'O%X/\/ ' \/Amx +
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avec X=0ou @, R'=Bz ou Ac tol

et
tol
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déprotection l
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Figure 1-27. Schéma de la stratégie générale dinéya adoptée.
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DEUXIEME PARTIE

SYNTHESE DE PRECURSEURS
GLUCIDIQUES
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| - INTRODUCTION

Comme nous l'avons indiqué au chapitre précédemis ravons greffé les unités
glucidiques par réaction des homodimeres appropés les porphyrines allyliques, cette
stratégie s'étant révélée plus efficace pour I'éfabion des porphyrines glycosylées
éthyléniques. L'objet de ce chapitre porte surylatls®ese de précurseurs glucidiques obtenus
par dimérisation des monomeres allyliques corredgots (tableau 1l-1). Deux séries de
précurseurs glucidiques ont ainsi été synthétidéeepremiére série est constituée par des O-
glycosides et la deuxiéme série, par des C-glyessides synthons glucidiques pour lesquels
nous avons opté sont le D-galactose et le D-gluenseaison de leur implication dans les

phénomenes de reconnaissance cellulaire.

Tableau IlI-1. Structures des précurseurs glucidicpaels leurs formes monomere et dimére.

Monomeére n° Homodimeére n°
OBZOBZ Bz OBzOBZ
Q ~ 7 OBz Bz 12
B2 OCH,CH=CHj, OCH,CH=CHCH ,0 /-0
Bz
OBz OBz
o OBz BzO
BZONS—R ocH,CH=CH, 8 B2 Q OCH,CH=CHCH 0 -0nl-OB% 13
OBz Bz Bz OBz

AcO

OAcC
OAc ACQ oA o OAC
9 AcO S 14
AcO AcO
OAc Ac OAc
CH2CH=CH2 CH2CH:CHCH2

OAc OQAc
o) . OAc AcO
Aggcm/OCHZCH:CHz - AcO O OCH,CH=CHCH 0o /o0e 0”15
AcO v OAcC

OAc
OA((:)A OA((:)A (@) QA
Co 10** Co ACO AcC 16
AcO AcO A O OAC
OAC CH,CH=CH, “CH,CH=CHCH,

OAc

OAc
QAcC
AcO Q 11 AcO Q AcO OAc 17
AcO AcO @)
Ac A OAc
HzCH:CH 2

“CH,CH=CHCH,

" commercial - RN : 10343-15-4
™ produit désacétylé commercial — RN : 48149-72-0
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| - STRATEGIE DE SYNTHESE

La stratégie adoptée pour la synthése des précargkicidiques est représentée sur la

figure II-1. Les synthons-clefs sont les allyl ghgtdes7 all.

Les composés benzoylés et 8 sont obtenus en trois étapes a partir des sucres
pentabenzoylés correspondants. La premiére de tapgséconsiste en la débenzoylation
sélective de la position anomeérique sur laquellé essuite fixé le groupement
trichloroacétimidate proposé par Schmidt et tak greffage de la chaine allylique est alors
réalisé par activation micro-ondes en présencehfl@we de zinc et d'un excés d’alcool

allylique.

Le composeé galactosy#est obtenu par acétylation de I'allyl galactossdenmercial.
Cette réaction est également effectuée par adaivaticro-ondes en présence d’anhydride

acétique et d’acétate de sodium selon la procéditwreloppée par Loupy et call.

Les dérivés C-glycosyléR) et 11 sont synthétisés en une seule étape par C-atiglati

des dérivéperacétylés correspondants en présence d’allyltrinigithge et de BEFOE®b.

Enfin, des réactions d’homodimérisation par metehdes alcenes ont été effectuées
sur ces différents précurseurs. Elles conduisexntdimeres glucidique42 a 17 qui seront
utilisés par la suite pour greffer les D-galactes®-glucosevia la métathese des alcenes sur

les mongpara-et ortho-allyloxyphényiltritolylporphyrines.
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|l - SYNTHESE DES PRECURSEURS O-GLYCOSIDIQUES

Dans le cadre de notre travail, nous nous somnméessés aux différentes méthodes
de O-glycosylation permettant de fixer en positesomérique un motif aglycone et plus
particulierement une chaine allylique. Le schémega des réactions de O-glycosylation est
représenté ci-dessous (fig. I1-2) :

m Catalyseur %Ow
RO X > RO OR'

R'OH

X = OH, halogéne, CCI,CN, OAcg, ... R' = alkyle, aryle
R = OH, groupements protecteurs

Figure II-2. Schéma général des réactions de Ooglation.

Aprés plusieurs essais infructueux, nous avonstadape voie de synthése en trois
étapes a partir du sucperenzoylé correspondant @i le dérivé trichloroacétimidate. En
effet, cette stratégie est la seule qui nous aihged’isoler 'anomeérd3, obtenu auparavant

sous la forme d’un mélange inséparable, notammatt lanomeéren.

1.1 - GENERALITES
Parmi les diverses méthodes existantes, la plugrare est la méthode de Fischer.
Cette méthode a été mise au point a la fin d®Decle et reste, aujourd’hui encore, une des
plus utilisées pour les sucres simples. Elle ctmsis mettre le glucide non protégé en
présence d’'un excés d'alcool en milieu acide. léstions sont souvent réalisées dans des
conditions de solvolyse et conduisent généraleraemtroduit thermodynamique directement

ouvia 'anomérisation du produit de contrdle cinétique.

Contemporaine de la méthode de Fischer, la méthimddoenigs—Knofr et ses
variantes plus récenteseposent sur I'activation de la position anomégigia la formation
d’'un glycoside halogéné en position 1 et sur latiéa de ce dernier lorsqu’il est mis en
présence de sels métalliques. Cette méthode pegsependant, certains inconvénients parmi
lesquels la toxicité des promoteurs et la senghiles glycosides générnéssitu vis-a-vis de
I'nydrolyse? En outre, les conditions dures dans lesquelles elbnt effectuées limitent le
nombre de substrats pouvant étre utilisés. Toudssraisons ont incité les chercheurs a
développer de nouvelles stratégies. L'utilisatian gtoupements thioalkylgouant le role
d’activateur a recu, ces dernieres années, unatiatieparticuliere compte tenu de leur
stabilité vis-a-vis de nombreuses conditions detiéa de protection et de déprotection. Ces
réactions de glycosylation sont effectuées en pagsd’agents thiophiles tels que le N-iodo-
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ou le N-bromosuccinimide. La fixation de groupensestiifoxyde en position anomérique
s'avere, quant a elle, particulierement utile ptes réactions de glycosylation avec des
accepteurs glycosidiques peu réactifsPlus récemment ont été introduits les
sulfonylcarbamates de glycosyl€es composés semblent réaga la formation d’'un ion

oxonium lors de I'addition d’'un agent électropH(ig. 1I-3).

OBn
OBNn « OBn
) R OBnO®
U
OBn \ll/\/\/,s\iq BnO
O O OE® OBn

Figure 11-3. Activation des sulfonylcarbamates digegsyle.

Introduits par Helferich les donneurs glycosidiques acétylés sont paigirhent
intéressants en raison de la facilité de leur pedjman. Les réactions de glycosylation sont
généralement effectuées en présence d'gmdaoluénesulfoniqud, d’'un acide de Lewfs

ou encore de montmorillonite KO Cette derniére présente le double avantage ot
respectueuse de I'environnement et de ne nécessitem traitement. En effet, une simple
filtration permet de récupérer le produit brut. Li@émctions de O-glycosylation procedent
selon les mécanismes décrits sur la figure II-drselu’il y a participation du groupement en
C-2 ou non. Le substituant anomérique est direatéraetivé par le promoteur (Pr). Il s’en
suit une dissociation qui s’accompagne de la faonatoncomitante d’'un ion oxocarbénium
ou d'un ion dioxolénium lorsqu’il y a participatiodu groupement voisin. L’attaque
postérieure du groupement hydroxyle de I'accepsemie carbone anomérique conduit alors
au produit désiré sous la forme d'un meélange dex deomeres ou majoritairement sous sa

formef3 lorsqu’il y a participation du groupement voisin.

Pr HOR
o PrxX) Q ot
RO OAc — ™ RO 5 == RO 5
T . [ O
c=Q T of
CH; CH; CH,

ion oxocarhenium ion dioxolenium

attague sur la attaque préférentielle
ROH
face ¢ ou sur la face §

O O
RO%»OR Ro%/OR

OAc OAc

Figure 11-4. Mécanisme des réactions de O-glycdmyia
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Bien que relativement récente, la méthode utilisamt groupement trichloroacétimidate
comme groupement partant, proposée par Schifjidtest rapidement imposée comme une
solution de remplacement aux méthodes existantss.geut s’expliquer en partie par le fait
que des quantités catalytiques de promoteurs saoffipour opérer la réaction de
glycosylation. Parmi les autres donneurs glycosieléq utilisés, nous pouvons citer, par
exemple, les n-pentényl glycosides développés mmeF-Reid ou encore les phosphatest
phosphiteS de glycosyle. Enfin, les 2-propényl carbonates gligcosyle, introduits par
Sinay, font preuve d'efficacité dans le cas de la forovatstéréocontrélée de liaisons 1,2-

trans-glycosidiques en I'absence de groupements paatitgpsur la position C-2 du donneur.

1.2 - METHODE UTILISANT DES GLUCIDES ACETYLES
Dans le but de synthétiser les monoméres O-allggnous avons effectué, dans un
premier temps, des réactions de O-allylation esgrée de Sn¢bu de B OEbL sur les D-
galactose et D-glucogeeracétylés commerciaux. Du fait de la participatiangioupement

acétyle en position 2, ces réactions conduisenérgéament a la formation majoritaire de

'anomerep.
R2 oAc BF; Ot R2 oac R2 oAc
Ac OAc —————» AC - + AcO -
Ay CHLCN S ATOCH2CH=CH L OCH2CH=CH

Galactose : R=H, R, = OAc
Glucose: R=0OAc,R=H

Figure 11-5. O-allylation a partir de substraracétylés.

L'utilisation de SnCJ n’a pas conduit a la formation des produits atisndle systeme

BF; OEL/CH3CN s’est révélé plus efficace et a mené, apreteitna@nt et purification, a un
mélange de produits avec des rendements variad3 deb0% selon les conditions opératoires
utilisées. En effet, 'analyse RMN a confirmé larnf@tion majoritaire des all@-D-
glycopyranosides attendus mais a également mis/idenee la présence d'impuretés qu'il
nous a été impossible d’éliminer. D’apreés la ldtére®, outre la formation de 'anomeécs il
peut se produire le transfert du groupement acylgasition 2 vers l'alcool nucléophile.
Selon les conditions de glycosylation, ce prodeiitpétre formé en quantité non négligeable
voire méme étre le produit majoritaire de la raactil semblerait donc que cette méthode ne
nous permette pas d’obtenir les afyD-glycopyranoses avec une pureté suffisante pour
pouvoir réaliser les réactions d’homodimérisatiamn métathese et le greffage ultérieur des
unités glucidiques sur les porphyrines allyliguésne méthode en deux étapeda

I'intermédiaire propargylique, a été décrite récesntrpar Mereyala et cdft.Elle ne nous a
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pas permis, cependant, d’isoler les produits attendous nous sommes alors orientés vers la

stratégie multi-étapes décrite préecédemment ehqus allons maintenant développer.

1.3 - SYNTHESE DES ALLYL B-O-GLYCOSIDES A PARTIR DES
SUBSTRATS PENTABENZOYLES CORRESPONDANTS

La synthese des monomeres O-allyligdext 8 est effectuée en trois étapes (fig. 11-6).
Elle débute par la déprotection sélective de latiposanomérique suivie de l'introduction du
groupement trichloroacétimidate, la derniere éapwsistant en la O-allylation en C-1. Nous
avons utilisé les dérivés benzoylés plus stablesleurs analogues acétylés notamment vis-a-
vis du transfert du groupement acyle en C-2. Des,plls présentent I'avantage d’étre

détectables par spectroscopie UV.

R, R
OBz 2 R2
Rl 0] Rl OBZO o OBZ()
BzO — Bz0 OH—> B70
OBz

OBzog2 OBz
1- Ry =H, R,= OBz 2- R;=H, R,= OBz 4- R;=H, R,= OBz 3
1-R;=0Bz,R=H 3- Ry=0Bz,R=H 5 R=0Bz,R=H NH
R2 0B
Ry o)
BzO OCH2CH:CH2
OBz

7- Ry=H,R,= OBz
8- R;=OBz,R=H

Figure 11-6. Synthése multi-étapes des comp@s&ts.

11.3.1 - Débenzoylation sélective en position anomérique

Le D-galactoseperbenzoylé, non disponible commercialement, est abtansuivant
la procédure proposée par Hdl§iui consiste a faire réagir le D-galactose avel&gar exces
de cyanure de benzoyle en présence de triéthyladdans I'acétonitrile. Nous avons ainsi
isolé le D-galactopyranose pentabenzoylé majogitaémt sous sa formeavec un rendement
de 50%. Nous avons ensuite procédé a la débenmoykalective de la position anomérique
des D-galactose et D-glucoperbenzoylés. Différents systémes permettent de dégeot
sélectivement la position anomérique des glucideami ceux-ci, le méthanolate ou
I'éthanolaté®® de tributylstannyle ou encore l'acétate d’hydraZinsont couramment
employés. Une derniere méthoda le dérivé bromé a également été rapportée darasldu
D-galactoseperenzoylé® Nous avons retenu le systéme acétate d’hydrazing/Dar il
conduit généralement au produit hydroxylé en C-dcales rendements quasi quantitatifs (fig.
11-7).
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% 0B . . % o
Ry o} H,NNH3 -CH3CO, Ry 20
Bz DMF > B20 OH

OBZOBZ OBz
1- Ri=H,R=0Bz 2-84% @/p = 83/17)
1'- R; = OBz, R = H (produit commercial) 3-80% (a/p = 90/10)

Figure 11-7. Débenzoylation sélective.

Le D-galactosgerbenzoylél ou son analogue glucosylé commerdialdissous dans
du diméthylformamide, sont mis en présence de ®algnts d’acétate d’hydrazine et menent
respectivement aux produigset 3 avec des rendements de I'ordre de 80%. Les conditi
d’obtention de ces deux composés ne sont pas dageement identiques. En effet, nous
avons remarqué que, pour le dérivé galactosylénkiBeurs résultats étaient obtenus lorsque
I'on procédait a température ambiante pendant 3@elseet en ajoutant I'acétate d’hydrazine
en deux fois. Pour le D-glucose, nous avons opé&8°& pendant seulement 3 heures. Le
temps de réaction plus long dans le cas du D-gmlagbeut s’expliquer par la différence de
réactivité entre ces deux composeés résultant geddaion en C-4 du substituant, axiale pour
le D-galactose et équatoriale pour le D-glucosestla noter que 'anomeéoeest majoritaire
pour les deux composés. La structure des prodwet8 a été confirmée par RMN du proton
et spectroscopie infrarouge. Dans le cas du D-gsacnous avons observé le couplage du
proton anomérique avec I'’hydrogéne du groupemedtdxyle a la fois pour 'anomérm et
pour 'anomereB. En effet, celui-ci résonne singulierement sousiee d’un triplet avec}
= J.on= 3,5 Hz 1) ou 8,2 Hz 3). Cette particularité, non observée pour le dégiueosyle,

a été confirmée en réalisant un complément RMNu& denensions (COSY, HMQC).

11.3.2 - Fixation du groupement trichloroacétimidate
Bien que comportant deux étapes, les réactions lgepygation impliquant des
trichloroacétimidates de glycosyle présentent lrdage de donner des rendements globaux

importants associés a une excellente steréosaté@iv

[1.3.2.1 - Mise au point bibliographique
Le principe de base de cette méthode repose siditian, en milieu basique, sur le
trichloroacétonitrile du groupement hydroxyle sitm position anomérique du sucre. Il en
résulte la formation du trichloroacétimidate de cglyyle avec, généralement, de bons
rendements. En raison de sa réversibilité, cetietiah permet de contrdler la sélectivité au
niveau de la position anomérique (fig. 11-8). Ere&f Schmidt et colf* ont montré que

suivant la base utilisée, on pouvait favoriser Epfiroduit de contrdle cinétique’ (anomere
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B), soit le produit de contrdle thermodynamiquéanomeren), via la rapide anomérisation
de l'intermédiairdl . Ainsi, I'utilisation de carbonate de potassiunmaoit a la formation du
produit de contréle cinétigud’ et I'hydrure de sodium meéne au produit de contrdle
thermodynamiqué .

OR
OR
OR RO o] CCI;CN RO 0 Produit
RO Q RO —— RO
RO R OR OR NH thermodynamique

SV (0]
OH | OFM | \(
CCly
Cl,C _NH
OR OR 3
RO O RO O ICANO) CC|3CN ORO Y Produit
OH OM~™ =——= RO
RO RO RO O cinétique
OR OR OR q
1l I

R = groupements protecteurs, M = Na, K, base - NaHK,CO3

Figure 11-8. Formation du produit thermodynamiquecinétique suivant la base utilisée.

D’autres bases sont fréquemment employées afin ider fle groupement
trichloroacétimidate. Parmi celles-ci, nous pouvoitsr le DBU? conduisant généralement a

un mélange!/B ou encore le carbonate de césitim.

11.3.2.2 - Synthése des trichloroacétimidates de glycosyle
Le trichloroacétimidate de galactosyleet son analogue glucosyéont été obtenus
respectivement avec des rendements de 73% et 96%gudion des hémiacétdlet 3 avec
le trichloroacétonitrile en présence d'une quantisdalytigue de DBU. La réaction est
effectuée a 0°C pendant 2 heures sous atmosplangod’ et ne nécessite aucun traitement

préalable avant de procéder a la purification cesaihi majoritairement a 'anomeéne

Ra OBz Rz OBz
R Q R Q
i CCI,CN, DBU By
2 Oz OH > OBz
CH,CI, anhydre, 0°C O\n,CC|3
2- R =H, R, = OBz 4-73% N
3- R = OBz, B =H 5- 95%

Figure 11-9. Synthése des trichloroacétimidateglgeosyle4 et5.
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11.3.3 - Réaction de O-allylation
La O-allylation des trichloroacétimidates de glydes4 et 5 obtenus précédemment
est ensuite effectuée en présence de 2,5 équisalerthlorure de zinc et d’un excés d’alcool

allyligue dans des conditions de solvolyse (tablé&).

R2 0Bz R2 0B
BzO O-R —» BzO S OCH,CH=CH,

OBz HOCH2CH=CH2 z

Tableau 1l-2. Réactions de O-allylation.

Entrée Substrat Ry R> Activation Puissance (W) Temps (min) Produit Rdt

1 4 H OBz Chauffage - 6 7 40%
2 4 H OBz  Micro-ondes Variabl® 3x2 7 59%
3 5 OBz H Micro-ondes 3 10x2 8 34%
4 5 OBz H Micro-ondes 30 6x2 8 60%
5 5 OBz H Micro-ondes 3 2 8 60%
6 5 OBz H Micro-ondes 60 3x2 8 50%

Dans le cas du trichloroacétimidate de galacto$yfeus avons réalisé la réaction soit
par chauffage classique & 80°C, soit par activatimro-ondes les meilleurs résultats étant
obtenus dans ce dernier cas de figure (Entrées2). ®our l'activation micro-ondes, une
consigne de température a été donnée et la puessanmie par I'appareil s’est adaptée de
maniere a ne pas dépasser les 80°C fixés. Le meib@dement obtenu lorsque I'on procéde
par activation micro-ondes semble di au fait quedgradation du substrat, observée par
chromatographie sur couche mince, est moins pré®dans ce cas. Pour le D-glucose, nous
avons tenté d’optimiser les conditions des réastaffectuées par micro-ondes (Entrées 3 a 6)
mais n’avons pu isoler le compa8é@vec un rendement supérieur a 60%. Que ce saitlpou
D-galactose ou le D-glucose, les meilleurs rendésngh 60%) sont donc obtenus lorsque
I'on procede a trois activations de 2 minutes efs@nce de 2,5 équivalents de chlorure de

zinc.

2 Milestone Ethos 1660
® Synthewave 402(Prolabo)
Voir description et principe de 'activation paslmicro-ondes en annexe.
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Nous avons également fait un essai a partir du osé, obtenu par acétylation
(classique owia les micro-ondes) du sucre hydrox@€fig. 11-10). Cependant, nous n'avons
pas observé la formation du dérivé allyliqupar cette méthode.

OBz HOCH ,CH=CH, OBz,
Bz § :\03 AV BZO(;§ - \_OCH,CH=CH
—» Bz 2Lh=LH>
BzO OBy OAC /\I OBz
ZnC
6 2 8

Figure 11-10. Essai de O-allylation a partir du Digpse acétylé.

Dans les deux cas, seuls ont été isolés les ansifdere qui suggere le mécanisme

décrit sur la figure 11-11 impliquant la particip@ du groupement benzoyle en C-2 et
I'attaque ultérieure du nucléophile par la faceésigure.

2
OBz Rz OBz R2
Ry Q HOCH ,CH=CH, OBz,
B20 ——> &b — 85 OCH,CH=CH,
§_Jowect ZnCl \ @) OBz
C= C 2
| i %h +
Ph NH CCI3CONH,

Figure 11-11. Mécanisme de glycosylation.

Afin d’étudier l'influence de la configuration da position anomérique sur l'activité
en PDT des porphyrines correspondantes, nous adénglé de fixer, sur les mono
allyloxyphényltritolylporphyrinespara et ortho, le D-galactose de configuratiam. Nous
avons donc procédé a l'acétylation de l'allyb-galactoside commercial par activation
micro-ondes en présence d'anhydride acétique eetite de sodium (fig. 1I-12) selon la

procédure développée par Loupy et édle compos® a ainsi été isolé avec un rendement de
82%.

OH OAc
OH o Ac,0 OAcO
i ¥ AcONg . A0 OA
CH,CH=CH;, micro-ondes COCH,CH=CH,

9- 82%

Figure 11-12. Acétylatiorvia les micro-ondes du D-galactose commercial.

Les composég, 8 et 9 ont été caractérisés par spectroscopie infrareadeVIN du
proton. On observe une faible bangec & environ 1650 cihpour les dérivés galactosylés et

a 1622 crit pour le composé glucosylé. Les figures et déplacesnobtenus en RMN du
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proton sont caractéristiques de glycosides compbrtene chaine allyligue en position
anomérique. On observe ainsi, pour le proton ietede la double liaison, des figures
complexes dont les constantes de couplage ded'aerll,0 Hz et de 17,0 Hz correspondent

respectivement au couplage avec les protons Z et E.

111 - SYNTHESE DESPRECURSEURS C-GLYCOSIDIQUES

Diverses méthodes permettant d’accéder aux C-ghesont été rapportées dans la
littérature®® Le schéma général des réactions de C-glycosylastnreprésenté ci-dessous
(fig. 11-13) :

@)
% Catalyseur m
RO X > RO R'

R'Z
X = OH, OMe, halogene, CCICN, OAcg, ... R' = alkyle, aryle
Z = Me3Si, SnBu...

Figure 11-13. Schéma général des réactions de Coaglgation.

Les monomeres C-allyliqued et 11 ont été synthétisés d’aprés la méthode proposée

par Giannis et coft!

1.1 - GENERALITES

Les C-glycosides sont des glycosides particuliensr pesquels I'unité glucidique est
liée, par la position 1, a une partie aglycovia,une liaison carbone-carbone. lls ont suscité
un intérét accru ces derniéres années, comptedespropriétés biologiques intéressantes de
certains d’entre euX.® Les C-glycosylarénés, par exemple, sont largement répandus dans
la nature et démontrent des propriétés antibiotiflides C-glycosides se sont également
révélés particulierement efficaces en tant qu'iiteirs d’enzymeé’ De plus, ce type de
liaisons, comparées aux liaisons O-glycosidiquesespondantes, se caractérise par une
stabilité supérieure vis-a-vis de I'hydrolySgece qui peut avoir son importance dans le cadre

d’'une application biologique des composés syntégtis

La C-alkylation de substrats glucidiques comportantydroxyle ou un groupement
méthoxy en position anomérique est généralememicteie par réaction du sucre avec
I'alkylsilane correspondant en présence d’un addelewis?® Il en est de méme pour les
glycosides dont le groupement partant est le widacétimidat®é**”* ou un groupement
acyle®*#22"Deg réactions de C-arylation réalisées en préssachfférents acides de Lewis

ou de montmorillonite K10 ont également été rapms?>2
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Diverses procédures utilisant comme substrats wles halogénés conduisent en une
ou deux étapes aux C-glycosides dé<ité8>*Parmi celles-ci, la méthode de Ké&Blet ses
variante$“** plus récentes consistent a faire réagir le suategéné avec un alkyl- ou un
arylstannane en présence d'un initiateur de rasgidal que le AIBN (fig. 11-14). Ces
réactions sont donc radicalaires et procedentpswifaictivation thermique, soit par activation
photochimique. L'usage de stannanes présente, dapenplusieurs inconvénients parmi
lesquels la faible stabilité des réactifs et laégation de résidus a base d’étain rendant
difficile la purification des produits. Les sucreslogenés peuvent étre également actives par
des réactifs organométalliques tels que les orgagogsiens ou encore les organocuprates,

ces derniers donnant le plus souvent les meili@sgtats?

a) R—X > /\/R + X SnBu
AIBN, A ou hv

OAc
OAC OAC o

b) A% BusSnSnByy ACO
AcO Benzéne - ¢ OAC
OAc A .

Br température ambiante, v

”\/sph"“ “\/SOZPh 73 % ou 87 %
R2 oac 2 OAc OAc
c) Rl}%(ﬂ \/\SHBLB n- BUgSﬂH m
ACO >
(o] A CeHe, v AcO 7z CeHe, hv AcO

Br

Glucose : R =OAc, R, =H 86 % 50 %
Galactose : R =H, R, = OAc 51 % 51 %

Figure 11-14. a) Méthode de KetR(cas général de C-allylation) ; b), c) Variantedaiméthode de KedR**

Bien que, ces dernieres années, des méthodes tmrmediobtenir sélectivement
'anomeref3 aient été développées, la plupart des réactioriz-glgcosylation conduisent a la
formation majoritaire de l'anomeérea.®%*?* Cette sélectivité résulte d'effets
stéréoélectroniques favorisant l'attaque axiale ducléophile sur Iion oxonium
intermédiaire’ En effet, la réactivité en position anomérique glgsosides dépend fortement
de l'effet anomere. Ce dernier permet de stabiligtat de transition correspondant a la
formation (ou a la rupture) de la liaison en positianomérique lors de lattaque du
nucléophile selon une trajectoire axiale. En ter@mpte de ces considérations, Shuto et
coll.®* ont postulé que la stéréosélectivité des C-glyletisys pourrait étre contrblée
effectivement par I'effet anomérique. Leur hypothee travail est résumée sur la figure II-
15. Dans les deux cas, l'attaque axiale du nuclémpst favorisée d’'une part, par les

interactions entre les orbitales de 'oxygene oy et de la liaison carbone-carbone en cours
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de formation et d’autre part, par les répulsiogsigties diaxiales 1,3 et 1,5. En fonction de la

conformation de départ, on obtient donc saitC-glycoside, soit I§-C-glycoside.
4C1 1ca
Q X
mx A w B
C

Attaque a l Attaque 3

|

HHYB
|

-

Cx

u
Figure 11-15. Interactions favorisant la formatiowjoritaire desx- ou 3-C-glycosides.

Ces auteurs ont vérifié leur hypothese en fais@agir des précurseurs glycosidiques fluorés
de conformation libre (référence) ou bloqué€,(ou *C,) avec Iallyltriméthylsilane en
présence de BFOEL (tableau 11-3). En effet, les résultats obtenusitremt que la sélectivité
est nettement orientée vers I'obtention de I'an@wepu de 'anomerg en fonction de la

conformation du sucre de départ.

Sans contrainte 4cq 1cy
F
OMe OTIPS
BnO ° Q 0
O
Bn%F mtz
OB
OMe OTIPS OTIPS
I ] 11
Tableau 1I-3. Réactions de C-allylation en présatiallyltriméthylsilane et de BFOE®.
Substrat Rendement a/pf
I 70% 2,2/1
Il 85% > 50/1
" 73% 0/1
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1.2 - SYNTHESE DE L'’ALLYL a-C-GLUCOPYRANOSIDE A
PARTIR DU TRICHLOROACETIMIDATE DE GLUCOSYLE

Nous avons, dans un premier temps, essayé d'addpteprotocole deécrit
préecédemment (8 111-3-3) pour opérer les réactidies O-allylation par micro-ondes en
présence de chlorure de zinc et d'un excées d'alatiglique. Celui-ci, en effet, n’est pas
directement transposable car le trichloroacétineiddd glucosyles n’est pas soluble dans
I'allyltriméthylsilane. Nous n’avons donc pas prdéédans des conditions de solvolyse
comme précédemment mais dans le dichlorométhanes &lmns opté pour ce solvant car il a
été montré qu’il n'absorbait pas les radiations rmigndes? Des essais a blanc nous ont
permis de déterminer la puissance optimum d’utibsade I'appareil compatible avec les
caractéristiques physico-chimiques des différemdactifs. Apres avoir introduit dans le
réacteur le trichloroacétimidate de glucos$le2,5 équivalents de ZnLkt 2 équivalents
d’allyltriméthylsilane, nous avons opéré cing aations de deux minutes a une puissance de
150 W. Toutefois, le composé isolé, aprés traitenetnpurification, s'est révélé étre le
produit 11’ résultant de la réaction du substrat avec degdrd&thanol contenues dans le

solvant et ayant pour fonction de le stabilisay. (fi-16).

OBz

BzO Q
BzO

OBz OBz _
BzO Q /\/SiMEg 11 CH2CH=CH>
BzO 3B
O\ /CC|3 ZnCI 2/CH2CI2 OBz
5 C micro-ondes BzO O
I OCH,CH3

NH BzO
OBz

11

Figure 11-16. Essai de C-allylation par voie mi@ndes.

Un nouvel essai dans du dichlorométhane stabileede I'amyléne dans le but
d’éviter la réaction parasite avec I'éthanol a slété réalisé mais sans donner de résultats

satisfaisants. Nous avons donc abandonné cettelg@gnthése.

11I.3 - SYNTHESE DES ALLYL a-C-GLYCOPYRANOSIDES A
PARTIR DES SUBSTRATSPERACETYLES

Afin de synthétiser les monomeres C-allyliqu€set 11, nous avons alors employé la
méthode proposée par Giannis et &lui consiste a faire réagir le sugeracétylé avec
I'allyltriméthylsilane en présence d'un acide dewi® en l'occurrence Bf OEb. Les
meilleurs résultats ont été obtenus dans l'acétmninhydre en présence de 3 équivalents

d’allyltriméthylsilane et de 5 équivalents de BBEtL pendant 48 heures. Elle conduit aux
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composés attendus, majoritairement sous leur farmavec un rendement de 68% pour le

compose galactosylé et de 60% pour son analogoeglie .

R
OAG R
R 9] _ . 2 OAC
1 OAcC Hzc CHCH28|M63 R O
ACO > Ato
OAc BF3 OEt,, CH3CN o

ACCH,CH=CH,

R; = H, R, = OAc 10 -68 %
R, = OAc, R = H 11-60 %

Figure 11-17. C-allylation des D-galactose et Daglaeperacétylés.

Les composedO et 11 ont également été caractérisés par spectrosaufpgeauge et
RMN du proton. Les résultats sont conformes auxden de la littératuré.On observe ainsi
une bande de faible intensité-c & 1641 crit pour les deux composés. Les spectres de RMN
du proton sont similaires a ceux obtenus pour Iésivés O-allyliques. La figure
correspondant au proton anomérique est, cepenalastcomplexe du fait du couplage de ce

dernier avec les protons de la chaine allylique.

1V - SYNTHESE DESHOMODIMERES

La derniére étape dans la synthese des précurglegidiques consiste a élaborer les
homodiméres a partir des sucres monomeres allgigoerespondants. Dans ce but, nous

avons procedeia la métathese des alcénes.

IV.1 - REACTION DE METATHESE

IV.1.1 - Bref historique
La formation de liaisons carbone-carbone par dethanés fiables et efficaces est

particulierement importante en chimie organiqueeUi®e ces méthodes, la métathése des

alcénes, a suscité beaucoup d’intérét ces derraéreses?

Cette réaction a été introduite au milieu des amB&epar Anderson et Mercklitgui
ont rapporté la polymérisation du norbornene avex @erivés du titane (ll) formés situ.
Calderon et colt® ont alors proposé, en 1967, le terme de métattéseoléfines pour
désigner ce type de réactions. Ce procédé pasdiculiustré sur la figure 11-18 de fagon
simplifiée, permet d’élaborer, par réaction en pnég de catalyseurs dérivant des métaux de
transition, de nouvelles molécules pour lesquddeggroupements alkylidene des alcenes de

départ se trouvent échangés.
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R R’
R R’ —
Catalyseur
| + | > +
R R’ I
/%
R R’

Figure 11-18. Représentation simplifiée de la nté&at des alcénes.

Depuis sa découverte jusqu’aux années 80, la néSetles alcénes est restée trés peu
utilisée en synthése organique, en grande partfaiide la nature des systéemes catalytiques
utilisés a I'époque. Il s’agissait surtout de mgkes de sels métalliques et d’agents alkylants
ou de sels de métaux de transition déposés surrgupplide®® Parmi les combinaisons
rencontrées de facon classique, on peut citer motarh WCH/BuU,Sn, W(COYELAICI,,
W(CO)/hv, WOCL/EtAICI,, MoOs/SiO, ou encore RefAl,Os. Ces catalyseurs présentent,
cependant, de nombreux inconvénients qui expligpentquoi la réaction de métathese ne
s’est pas généralisée plus 0T out d’abord, ils nécessitent des conditions deteé&emploi
d’acides de Lewis forts souvent incompatibles auvec grand nombre de groupements
fonctionnels. De plus, ces réactions sont trésciddé a initier et a contréler car seulement

une petite quantité d’especes actives est formee s mélanges catalytiques.

Depuis les années 80, la mise au point de nouvestakyseurs plus tolérants vis-a-vis
des groupements fonctionnels a relancé l'intéréitép@a cette réaction. Ses diverses
applications sont illustrées, dans le cas génsualla figure 1I-19. Les réactions de métathése
permettent donc d’accéder a une grande variétéaliecoies insaturées qu’il et été difficile,
voire impossible, de préparer autrement. Dans digecde notre travail, nous nous sommes

plus particulierement intéressés a la réaction é&tnése croisée.
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RCM : Ring Closing Metathesis (Fermeture de cyclerpétathese) ADMET : Acyclic Diene Metathesis Polymerization (Polyiétion
de diénes acycliques par métathesBQMP : Ring Opening Metathesis Polymerization (Polysetion par ouverture de cycle par
métathése) ROM : Ring Opening Metathesis (Ouverture de cyclerpéiathése) CM : Cross Metathesis (Métathése croisée)

Figure 11-19. Les différents types de métathéese.

Plusieurs mécanismes ont été avancés mais celpioggopar Chauvin et cdh.
impliquant un métallocarbene intermédiaire esticglu permet le mieux de rendre compte
des phénomeénes expérimentaux observés. Il resfeurdinui encore, le mécanisme
généralement admis et repose sur la formation ditarmédiaire métallacyclobutane

résultant de cycloadditions [2+2] et de cycloréimrs successives (fig. 11-20).

Ry R w | R

R
7 ="
M] M]
=\R R M] R
{ RS |
: R
_ R\ d

Figure 11-20. Mécanisme de métathése proposé pauh et col®

IV.1.2 - Les systémes catalytiques de la métathese
Le mécanisme proposé par Chauvin et €addl.fortement influencé, par la suite, les
recherches portant sur la mise au point de catalysglus efficaces et mettant en jeu des
métallocarbénes stables. Dans un premier tempsétudes se sont portées vers des composés

mieux définis dérivant du tungstéfedu titané’ ou encore du tantdfequi permettaient des
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réactions dans des conditions plus douces et uilkeune initiation de celles-ci. Les premiers
catalyseurs a étre plus largement utilisés onkestalkylidenes de molybdéne et de tungsténe
de formule générale (NAr)(ORM=CHR et notamment, le complexe de molybdénéig.
11-21), développé par Schrock et c8ilLe catalyseuA montre une forte réactivité mais présente
plusieurs inconvénients. En effet, celui-ci estdorent sensible a 'humidité et au dioxygene
et nécessite donc des conditions de préparationl'wdilisation rigoureuses avec une
atmosphére parfaitement inerte et des solvants pacs et préalablement dégazés. De plus,
ce type de catalyseurs a base de métaux de toansi situant dans la colonne VI de la
classification périodique, se caractérise par ot@dnce allant de faible a modérée pour de

nombreux groupements fonctionnels. Leur usage @st ¢éimité a un nombre restreint de

substrats.
PCys Ph PCys
iP iPr ci| cl| Ph
N C|>Ru=/=<ph CI>RU=/
(FaC)sM e C—Ou. | Ph | |
P 0\ PCys PCys
(FgC)zM eC—0O
A B C

Figure 11-21. Exemples de catalyseurs.

La synthese de nouveaux systemes catalytiques migpeen outre, de mieux
comprendre les relations existant entre structdreactivité. Ainsi, une sélectivité plus
importante, pour les oléfines, des systémes admsectaux de transition variant de gauche a
droite et de bas en haut de la classification pégieg® a pu étre mise en évidence (tableau
[1-4).

Tableau I1-4. Tolérance des catalyseurs.

Titane (Ti) Tungsténe (W)  Molybdéne (Mo)  Ruthénium(Ru)
Acides Acides Acides Oléfines >
Alcools, Eau Alcools, Eau Alcools, Eau Acides _ 5
Aldéhydes Aldéhydes Aldéhydes Alcools, Eau g\ %
Cétones Cétones Oléfines Aldéhydes = S
Esters, Amides Oléfines Cétones Cétones s
Oléfines Esters, Amides Esters, Amides Esters, Amides o]
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L’analyse de ce tableau montre que les métaux aesitron les plus adéquats sont le
molybdene et surtout, le ruthénium qui réagit pegiéellement avec les doubles liaisons et
procure, de ce fait, des catalyseurs particuliergrsibles vis-a-vis de nombreuses fonctions.
Nous allons donc nous intéresser plus spécifiquemax catalyseurs a base de ruthénium.
Par exemple, les carbén@¥? et C**, illustrés sur la figure 11-21, présentent unddaactivité
catalytique. Bien que cette derniere soit inféearcelle dont fait preuve le catalyseur au
molybdéne de SchroclAj, ils se révelent, cependant, plus intéressantsisaont moins
sensibles a l'air et a I'humidité et sont compablavec la plupart des groupements
fonctionnels. Les activités des catalyseurs horh&éterobimétalligues du méme type que le
catalyseuD, représenté sur la figure 11-22, sont largemepésieures a celles des carbeBes
et C dont ils dérivent’® Toutefois, ces complexes bimétalliques sont codiezupartie du fait

de la génération d’especes catalytiques inactinegiantité steechiométrique.

o cl, o
iPr £
So—»Ru—PCy;
D E F
P PC
L e J
CONL —/ CONL —/ Mes— N-Mes
_Ru= _Ru=
Cl CIJ\ CID/
Ru==
cI”
Mes—y” Sn—Mes Cy~n~ ON—CY \
/ \—/ i-PrO
G H I

Figure 11-22. Exemples de catalyseurs de métathegathénium.

Les catalyseur&*? et F**¢ présentent une grande efficacité. Le complexear ailleurs, se
caractérise par un ligand bidentate qui est supfmséir un site de coordination pendant la
réaction. Il est, de plus, facilement recyclable garomatographie. Plus récemment encore
est apparue une nouvelle génération de catalyseans;ulierement actifs, parmi lesquels les
catalyseurss*" etH* (fig. 11-22). Ces derniers sont constitués d’ugahd alkylidéne tel que
le 1,3-dimesityl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden&) ou le 1,3-dicyclohexylimidazol-2-ylidéene
(H) qui occupe une position relative anti vis-a-visndigand beaucoup plus labile comme la

tricyclohexyl phosphine. En 2000, Blechert et é8lont également décrit, pour la premiére
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fois, des réactions de métathese croisée a paatitadrylonitrile en utilisant un nouveau
catalyseur I(), combinaison des complexés et G (fig. 11-22). Dernierement, plusieurs
tentatives d'immobilisation des catalyseurs de ty@gmibbs sur des supports solides ont
également été rapporté@sCependant, cette méthode, bien que fortement sautei
nécessite encore quelques mises au point et laendwh de catalyseurs supportés alliant

efficacité et fort taux de recyclage reste d’'adtéal

IV.1.3 - Mécanisme
Comme nous I'avons souligné précédemment, le mgmenproposé par Chauvrest
généralement admis. Toutefois, avec 'avéenememiodeeaux catalyseurs mieux définis, des
études mécanistiques plus approfondies ont punéémées afin de mieux appréhender les
différentes étapes de ce processus complexe.|émitéant, deux mécanismes généraux pour
les catalyseurs au ruthénium de formule génér&&s](L)X,Ru=CHR’] ont été proposés
(fig. 11-23).374®

L R' R" L R' ||' s i iati
X, | Foo, — [ s PRy b —F Voie associative
"Ru= ——— = X,RU=L _— 2 .
| x Rl +PR, = PR
e = PR g R XRu
(1) (13) > . Produits
R L R R
| R R A W
Xm, I _# _PRs Xu |l 7 === XRu=%  Voie dissociative
Ii\’u\=" T Ru=" R" EEE——
+ - =/ "
PRy * : X R

(12) (13)

Figure 11-23. Mécanismes de formation du complewpliqué dans la métathése.

Le mécanisme associatif suppose I'addition préalalel I'oléfine conduisant a la formation
d’'un complexe a 18 électrons hexacoordingsuivie de la dissociation d’'une des phosphines
conduisant &l3). Le mécanisme dissociatif, quant a lui, impligeedépart d'un ligand
phosphine générant un intermédiafte) tetracoordiné comportant 14 électrons. L’addition
ultérieure de l'oléfine mene &lsz) comme précédemment. Des études antérieures
privilégiaient le mécanisme associatif en s'apptysur la formation préférentielle d’un
intermédiaire comportant 18 électrons par rappastlai a 14 électrons. C’est cependant le
mécanisme dissociatif qui a finalement été reteamcelui-ci permet de mieux rendre compte
des phénoménes expérimentaux observés (fig. 1124)a stéréochimie des centres
métalliques des intermédiair@ls) et (1;) demeure inconnue. Il a également été proposé que

(14) soit plutét un état de transition qu’un interméiaéactionnel.

-69-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

R’ =/ Ph
L Ph Ph +.—/ [Ru] [Ru
X'Il._ I -PR3 — =
.Tu\ — (R U] —R'
+PR
b X 3 o/

Rs3
avec [Ru] = %LRu
CH,=CH, PhCH=CH,

"y -

. L,
‘ Cycle productif
u

Rul=CH, [Ru]=/
[Ru]—CH2 H E e %
R' R'
/”— (1) (|3)

Produit attendu

Figure 11-24. Mécanisme de métathese.

Plus récemment, un modele théorique reposant sucaleuls de densités fonctionnelles a été
rapporté® Il confirme le mécanisme de dissociation et mogue la coordinatiortrans de
I'oléfine est privilégiée par rapport aux autresde® de coordination. Selon ce modele, les
catalyseurs les plus efficaces sont ceux compoutatigando-donneur faible et un ligand-

donneur fort afin de promouvoir respectivementéiegpes de dissociation et d’insertion.

Les activités des catalyseutset G ont, par ailleurs, été comparées. Il en résule qu
le catalyseuf, du fait de sa difficulté a perdre son groupe pho®e, initiera plus lentement
la réactiorf” Il pourra, cependant, effectuer un grand nombreyides catalytiques (turn-
over) avant d’étre désactivé par reformation déaiaon PCy. Dans le cas du compo€g
c’est tout le contraire qui se produit puisquedf d’initiation est plus rapide mais le nombre

de cycles productifs est moindre.

IV.1.4 - La métathése croisée appliquée a la chimie descses

IV.1.4.1 - Cas général
Par rapport aux publications relatives aux autneglieations (RCM, ROM...), le
volume des communications portant sur la métatbéssée est moins dense. Ceci vient sans
doute du fait que des conditions générales perntetfaccéder aux produits avec de bons
rendements et une forte sélectivité E/Z n'ont pis & ce jour, mises au point. En effet,
comme le montre la figure 11-25, la réaction erdeeix oléfines terminales différentes, cas le
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plus simple, conduit a trois produits: un prodhi€térodimérique et deux produits
homodimériques, chacun pouvant étre obtenu sofesrtee d’'un mélange des deux isomeres
E et Z. Ce type de réactions peut donc mener anudanges complexes comportant
potentiellement jusqu’a six produits différents.ngfie tenu du nombre de combinaisons
possibles, la situation se complique lorsque I'diise, comme substrats de départ, des

oléfines substituées sur les deux carbon@s sp

R R,

catalyseur R R, l\=§
=\ + —\ > \—?“ + Homodimeéres
Ry R R, | non attendus

2 R2\=e“

Hétérodimere souhaité

Figure 11-25. Métathése croisée - Cas général.

L’élaboration de ces nouveaux catalyseurs mieuxnigéfainsi qu'une meilleure
appréhension des mécanismes réactionnels mis emfjealanceé I'intérét porté a la métathése
croisée. Ainsi, Blechert et cdfi.ont montré que Iallyltriphényl stannane pouvainduire
sélectivement au produit hétérodimérique par réadavec I'allyl 2,3,4,6-tétra-O-acétgHD-

glucopyranoside en présence du catalyseur au matgbde Schrock (fig. 11-26).

%% SnPh OAC
ACO 3;5 0 AN Aco’&/
AcO AN > O
OAC cat A, ChCl, . ACOMTBR NN gnphy

Figure 11-26. Exemple de métathése croisée appdiguid chimie des sucres en présence du catalsseur

Les travaux de Roy et caflsur la réaction de métathése croisée appliquéehirie

des sucres sont importants. Nous nous contentézod&®n citer quelques exemples, parmi
les plus représentatifs, afin d'illustrer les pegmréalisés dans ce domaine. Les premiers
essaig? effectués sur des C- et O-allyl glycosides domtaies rendements modérés du fait
de la génération, en quantité non négligeable,pdeduits issus de la self-métathése. Ces
auteur® " ont alors montré qu’en opérant en milieu dilu€etprésence d’un léger excés de
I'oléfine, on pouvait orienter la régiosélectivite la réaction vers I'obtention du produit
hétérodimérique avec de bons rendements (fig.)ll-27
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AcO OAc AcO OAc
m cat. C, CHCly o)
AcO - AcO
OAc R
Ofco PR O

R = CH,8iMe, (94%, E/Z = 4/1) R = CH2CH2C0O2Me (67%, E/Z = 2/1)
R = CHzOTRS (69%, E/Z = 95/5) R = Ph (80%, E/Z=07/3)
R =Ph-4-OAc (75%, E/Z = 05/5) R = CHzNHChz (65%, E/Z = 4/1)

R = CH;NHBoc (7%, E/Z=4/1)

Figure 11-27. Exemples de métathése croisée apfdigula chimie des sucres en présence du catalyseur

Par ailleurs, dans le cadre de leurs travaux podan 'élaboration d'« astérisques
moléculaires », Roy et cofl® ont été amenés a synthétiser différents C-glyessidunis de
bras espaceurs appropriés. lls ont procédé pathméeaen utilisant le catalyseur de Gru@Bbs
(fig. 11-21). Les différents produits dérivant duammose et du galactose ont ainsi été isolés
avec des rendements de l'ordre de 50%. Il est & mpte les rendements obtenus sont, dans
ce cas, plus faibles que ceux généralement issutdetions de métathése avec les analogues
O-alkylés des substrats utilisés. En outre, cesuasitont pu observer que les composés
comportant des groupements benzyle comme groupsrmestecteurs donnaient de meilleurs
résultats que ceux avec des groupements benzoye.pl&nomene résulterait d'une
désactivation partielle du catalyseur induite parplus grande aptitude des groupements

benzoyle a se coordiner comparée a celle des grrs benzyle.

Plus récemment, le catalyseur de Grubbs de deuxg@&mératiorG a été utilisé pour
effectuer des réactions de métathese croisée sut-det O-allyl glycosides et ce, dans le but

d’en former des dérivés halogénés pouvant étrditomtalisés par la suité (fig. 11-28).

BnO oOBn BnO oBn

BnO BnO
cat. G, CH,CI
oBnl_ Clo OBn o]
/
72%
E/Z = 20/1

Figure 11-28. Exemple de métathése croisée appdigui& chimie des sucres en présence du catal@seur

Les rendements observés sont relativement bong,l@aqgue I'halogéne utilisé est liode,
vraisemblablement du fait de sa plus grande agitude coordiner, désactivant le catalyseur.
De plus, la sélectivité est comme attendue, netiemrgentée vers I'obtention de I'isomére E,
plus stable thermodynamiquement. Roy et ¥btint, en outre, remarqué que quelques soient

les groupements protecteurs utilisés et la conditiom anomeérique, les rendements et la
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sélectivité sont similaires. Ceci tendrait a praugee, dans ce cas, ces parametres ne jouent

pas un role significatif.

IV.1.4.2 - Cas particulier des réactions d’homodimérisation
Les réactions d’homodimérisation sont des réactitensiétathese croisée particulieres
pour lesquelles il y a une seule oléfine de dépiagymétrique (fig. 11-29). Il en résulte une
simplification de la procédure allant de pair aleediminution du nombre de produits formeés.
En effet, ces derniers sont au maximum deux, qooregant aux isomeres E et Z du produit

de couplage.

catalyseur R R Homodimere

e
=\R — obtenu

Figure 11-29. Réaction d’homodimérisation — Caségyéh

Afin d’élaborer des sucres bolaamphiphiles, Descetecoll*® ont utilisé un aryloxy
complexe de tungsténe et ont ainsi pu isoler lesidadimeres attendus avec de bons
rendements (fig. 11-30). Le catalyseur au tungsemeloye ici est actif vis-a-vis des pentényl
glycosides mais reste sans effet sur leurs anatogli@iques ce qui peut s’expliquer par la
désactivation du catalyseur par I'oxygéne de laction éther. En effet, celui-ci rentre en
compétition avec la double liaison pour se coomdiae métallocarbéne et rend donc le

complexe inactif. Les rapports E/Z n’ont pas étieaginés par ces auteurs.

OR
e} OR
Rgmo cat., PhCl, PhBu Rom
SO > ["Ro o

7 80°C, 15 min. OR 7
A0, Cl c
) ’vlv" R=Ac-52% 2
Avec cat. = cir I ~cl R = TBDMS-51%
OAr R =Bn-37%

Figure 11-30. Synthése de sucres bolaamphiphiles.

Dans ce domaine, Roy et ctft**! ont également apporté une large contribution.
Nous nous sommes intéresses ici plus particuliemeanex homodimeres dérivant des allyl D-
galactopyranosides (fig. 11-31). Les réactions dtoalimérisation sont effectuées en présence
du catalyseur de GrubbS et conduisent aux diméres glucidiques avec dedermants
compris entre 76 et 95% et une sélectivité E/Zardrde 1/1 a 5/1. La présence d’un produit

secondaire isolé en plus du produit de réactiatuetubstrat de départ n’ayant pas réagi a été
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observée. Aprés caractérisation, il s’avere quags du produit résultant de la métathése

croisée avec le styréne libéré lors de la phasstidiion.

AcO OAc_ cat. C, CHCl,, A AcO OAc

AcO SN AcO
OAc

95%
E/Zz = 4/1

Figure 11-31. Exemple de réaction d’homodimérisatmar métathése.

Par ailleurs, Grubbs et cdff.ont montré que la formation du produit hétérodimés,
lors de la métathése croisée de deux oléfines,gibéire favorisée par une stratégie en deux
étapes. La premiére de ces étapes consiste a @ldibamodimere d’une des deux oléfines.
Le dimére synthétisé est ensuite mis a réagir aNaatre oléfine pour conduire
préférentiellement au produit comportant deux stuastts différents. Aprés avoir vérifié que
cette stratégie pouvait s’appliquer dans le cagrdffage des unités glucidiques par métathese
sur les porphyrinesnesesubstituées, nous avons généralisé cette méthmuale gpérer les
réactions de couplage. Nous allons donc maintedémtlopper la premiere étape de cette
voie de synthése a savoir I'élaboration des homeédisglucidiques.

IV.2 - SYNTHESE DES HOMODIMERES GLUCIDIQUES
Les réactions d’homodimérisation (fig. 11-32) ddascas des composé? et 13 sont
effectuées par métathése des alcenes a partir weessmonomeres correspondants, en
présence d’environ 10% molaire de catalyseur ddl&G a reflux dans du dichlorométhane
anhydre préalablement dégazé.

R,
. OBzO OBz
1
BzO OCH,CH=CH, _cat. C (10% mol.) S’\_;‘ 5 Z \j :Rl
z OBy 2 2 OCH,CH= CHCHZO

CH,Clp, A OBz

7R =H, R, =0Bz 12 -83%(E/Z = 4/1)
8R;=0Bz, R =H 13 -87%(E/Z = 3/1)

Figure 11-32. Homodimérisation des monomeres ajlyis7 et8.

Apres purification par chromatographie, les progldi2 a 17 sont isolés avec des
rendements de l'ordre de 80% sous la forme d’'uramgél des deux isomeéres E et Z (tableau
11-5).
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Tableau II-5. Rendements et rapports E/Z des homérdisl2 a17.

Monomeére Produit n° E/Z® Rendement
[ BzO T
7 \ﬁOBZ&, 12 4/1 83%
BzO SN
L OBz 5
OB
8 BZO/&&, 13 3n 87%
BzO O\/§\\
| OBz 5
AcO OAcC
9 AcO 14 6/1 83%
OAc

OAc
commercial ACO’&/O 15 3/1 80%
AcO
2

OAc_oOAc
o
10 AcO 16 2/1 72%
OAc
2
OA
AcO 0 non
11 fS0 17 . BT%
OAc détermin&

Les composéd4 et 16 dont la synthése avait été rapportée par Roylet'amnt été obtenus
avec des rendements similaires et une sélectigitgparable bien que Iégérement supérieure,
dans notre cas, pour le dimetd. Les autres produits isolés a l'issue de cesiodactle
métathése sont le sucre de départ n'ayant pas eéagaisemblablement le produit issu du
couplage avec le styréne libéré lors de la phagdtidtion*. En effet, nous avons pu
observer, par CCM, une tache de faible intensitéespondant a un dérivé glucidique et se

situant juste au dessus du dimeére attendu.

Tous ces composés ont été caractérisés par lesadeétihabituelles de spectroscopie
(RMN 'H - tableaux 1I-6 et II-7 ; RMN™C - tableau II-8) et par spectrométrie de masse

@ déterminé par RMN du proton

® figures en RMN trop proches
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(tableau 11-9). La numérotation utilisée pour désigles différent protons et carbones est

illustrée ci-dessous dans le cas du prodiiffig. 11-33).

Bz 6. 0Bz B2 Bz
Q| BzO

=t~ OCH,CH=CHCH ,0 O
3 OBz 1 2 3 4

Bz OBz

Figure 11-33. Numérotation adoptée pour désignediéérentes positions.

Tableau I1-6. RMN'H des dimére42, 13 et14[ 5 en ppm, J(Hz)]

H 12 13 14
Unités glucidigues
H; E:4,80d (7,9 E:4,83d(7,8) E:5,16d (3,7)
Z:4,70d (7,8) Z:4,71d(7,9) Z:511d(3,7)
H'» 579dd (8,3-10,2) E:551dd(8,1-9,5 E:5,14dd (3,6 -8,3)
Z:549dd (8,4-9,5) Z:5,13dd (3,0-8,4)
H'3 5,60dd (3,3-10,4) E:590t(9,6) E:5,37dd (3,3-9,4)
Z :5,871t(9,6) Z:5,38dd (3,3-9,2)
H, 5,98 4, (3,0) 5,681 (9,6) EouZz:5,47d (3,4)
EouZz:5,46d (3,4)
H's 4,31 m 4,13 m 4,24,16,2)
H'6a 4,65dd (6,5-10,8) E:4,62dd(3,0-12,1) 4,1Qd6,6)
Z:4,64dd (3,2-12,5)
H’ 6o 4,39dd (6,6 —11,2) E:4,50dd(5,1-12,2) 4,1Q¢6,6)
Z:4,47dd (5,1-12,5)
Chaine
Hi4 4,27 dd (3,3-10,6) E:4,25¢(11,6) 421m
Z:4,32dd (3,4-12,7)
4,10 ¢, (11,1) E :4,05dd (2,8 —13,5) 4,03 ddd (1,4 — 2,9-13,3)
Z : 4,19 dd (4,6-13,5)
H, 3 E:571g E:5641(2,8) E:5811t(2,8)
Z :5,661(4,0) Z :5,591(4,0) Z:575t(4,1)
Grpts protecteurs
Ar-CO 7,21-8,09 m 7,26 -8,02m -
CHs-CO - - 1,99-2,15s

Le rapport E/Z, comme nous I'avons souligné prég@dent, a été déterminé soit a

partir des triplets des protons portés par lesarab sp éthyléniques, soit & partir d'autres

" Lorsque la mention E ou Z n'est pas inscritejg@al correspond & I'isomére E, majoritaire.
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signaux pour lesquels les figures des deux isonm@ment distinctes. Par exemple, pour le
composél3, il a été déterminé en comparant les intégratthnproton anomeérique sous sa
forme E et sous sa forme Z et confirmé par le repges intégrations des protonscemle la

double liaison.

Tableau II-7. RMN'H des dimére45, 16 et17[ & en ppm, J(Hz)]

H 15 16 17

Unités glucidiques

H, E:4,54d (7,9 4,22 dt (4,8-9,8) 4,20 m
Z:4,52d(7,8)

H, E:5,01dd (8,0-9,5) 5,23 dd (5,0 - 8,8) 5,075a ¢ 9,2)
Z:4,99dd (7,9 -9,6)

H 3 E:5,21t(9,5) 520dd (3,0-8,8) E:5,311t(8,6)
Z:5,221(9,5) Z:5301t(8,8)

H, 5,10 t (9,6) E:541d(2,8) E:5,0t(8,9)

Z:540d (2,8) Z:4,961(8,8)

Hs 3,70ddd (2,4-4,6-9,9) 4,07m 3,85m

H 6a 4,27 dd (4,6 — 12,3) 4,28 dd (4,4 — 10,6) 4,26438 — 12,2)

H 6 4,14 dd (2,3 -12,3) 4,07 m 4,10 dd (2,6 — 12,2)

Chaine

His 4,35 d,(10,8) 2,42 m 2,62 m
4,08 dd (2,3 -12,3) 2,23 m 2,52 m

Has E:5741t(2,6) E:551t(4,4) E:5,50t(3,6)
Z:5,691(4,0) Z:5481(3,8) Z:5521(5,2)

OAc

CHs;-CO 2,01-2,09s 2,04-2,12s 2,04-210s

Afin de confirmer la présence des deux isomerésver quelques incertitudes quant a
I'attribution de certaines figures en RMN du prgtoous avons réalisé les spectres de RMN
du carbone 13. En outre, les spectres J-MODE nougasmis d’identifier les différents types
de carbone et les spectres 2D de corrélation hétéiéaire directeH-*C (HMQC) ont

confirmé les attributions de certains protons ab@aes primaires, secondaires et tertiaires.

" Lorsque la mention E ou Z n'est pas inscritejdaal correspond & 'isomére E, majoritaire.
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Tableau I1-8. RMNC des diméres2, 13, 14, 15, 16 et17[ d en ppm].

C 12 13 14 15 16 17

Unités glucidigues

C, E:100,4 E:100,0 95,5 E: 99,8 71,4 72,1
Z:100,3 Z:99,9 Z:99,5
C’, 69,8 E:71,9 68,1 71,3 68,3 70,1
Z:71,8
C’; 71,7 72,9 67,5 72,8 67,9 70,2
C. 68,1 69,7 68,1 68,4 E:67,4 68,6
Z:67,3
C's 71,3 72,2 66,4 71,9 E : 68,7 68,9
Z:68,5
C's 62,0 E:63,1 61,7 61,9 E:61,2 62,0
Z:63,0 Z:61,0
Chaine
Cig E: 69,0 E: 69,0 E: 67,6 E: 68,9 E: 29,9 E:29/4

Z:64,8 Z:64,7 Z:63,6 Z:64,5 Z:24,9 Z:24,6
AX(E/Z) 4,2 4,3 4,0 4,4 5,0 4,6
Cos E:1288 E:1288 E:1286 E:1283 E:128,1 E:1279

Z:1290 Z:1289 Z:1289 Z:1288 Z:126,8 Z:126,6

OBz ou OAcC

C=0 165,2-166,0165,0-166,1 170,0-170,4 169,3-170,7 169,8-170,5 169,5-170,7
Ph 128,3-133,6128,3-133,4 - - - -

CH; - - 20,6-20,8 20,6-20,7 20,7-20,8 20,7

On observe, pour les carbonescede la double liaison, un blindage pour 'isomere Z
par rapport a 'ilsomere E. Ce phénomeéne est d& intleractions stériques, principalement de
type Van der Waals (fig. 11-34). En effet, la peliation stérique des liaisons C-H provoque
un blindage en raison de la dilatation des orkstalet effet est généralement admis et permet
donc d’identifier les deux isoméres E et Z avetittele sur la base de la relation empirique

" Lorsque la mention E ou Z n'est pas inscritejdaal correspond & 'isomére E, majoritaire.
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du(Z) < 04(E). Les différences de déplacement entre les isgsie et Z ont été calculées et
varient entre 4,0 et 5,0 ppm (tableau II-8). Cédiférence est légerement supérieure dans le
cas des homodimeéres C-glycosylés par rapport a Bnalogues O-glycosylés, ce qui est sans
doute lié a la modification de la longueur de bais

IH H
/ H H
—_ /
H\ /C R H ;c——C H
C=C_ N>
H -7 7N N
/C\ H R _% R
R
Isomere E Isomere Z

Figure 11-34. Interactions stériques expliquantdé&&rences de déplacement en RMS.

Nous avons, de plus, vérifié la masse molaire déSrehts homodimeres par spectromeétrie
de masse en mode Electrospray positif. Le tableQuiridique les masses théoriques et les
masses expérimentales obtenues pour lion [M-Nmjoritaire. Cependant, d’autres ions
sont présents en plus petite quantité tels que [Meki encore [M-NH|* de méme qu'il a été
observé, dans le cas de certains dérivés acétigégqertes de 60 uma pouvant correspondre a

des pertes d’acide acétique par fragmentation.

Tableau 11-9. Spectrométrie de masse en mode By positif.

Composés Masse moléculaire calculée [M-Na]
12 1267,36 1267,06
13 1267,36 1267,18
14 771,23 771,17
15 771,23 771,20
16 739,24 739,43
17 739,24 739,33
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V - CONCLUSION

Nous avons rapporté la synthése de précurseurddigiues sous leurs formes
monomere et dimere. Une méthode en trois étapesuerl’obtenir sélectivement les allyl
B-D-galacto- et glucopyranosides tétrabenzoylésnsi &té mise au point et fait notamment
intervenir I'activation micro-ondes pour I'étape @Qeallylation. La synthése des homodimeres
a été effectuée, dans un deuxieme temps, par ragéattes alcénes a partir des monomeres
allyliques correspondants. Les homodimeres ont atesobtenus sous la forme d’'un mélange
des deux isoméres E et Z avec de bons rendemérgst B noter que l'isomere E est
majoritaire dans chaque cas. Les différents dimgyathétisés ont été utilisés pour fixer les
unités  glucidiques par métathese sur les monpara et ortho

allyloxyphényltritolylporphyrines.
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TROISIEME PARTIE

SYNTHESE DE PORPHYRINES
GLYCOSYLEESETHYLENIQUESET DE
LEURSDERIVESHYDROXYLES
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| -INTRODUCTION
Dans cette derniere partie, nous nous proposodgatae la synthése des porphyrines
O- et C-glycosylées éthyléniqus a 33 et dihydroxylées84 a 37 (fig. 11-1). Ces composes

se différencient par la nature et la position ddihosidique.

HC CH,R H,C OCH,CH—CHCHR
@ - Q = @ @ OH OH
OCH>%
|
O Q, o+ Q,
3
H,C H,C :
Composés | R Composés | R
29a BOgal 34a BOgal
30a,b BOglc 35a BOglc
3la,b aOgal 36a agal
32a,b agal 37a aglc
33a,b aglc

HO OH OH o
Q HO
avec gal = Hom et gle= HO/&O}-(‘
(@]

Les indices a et b référent respectivement aux paoisins para et ortho dans tout le chapitre.

Figure lll-1. Structures dameseglycosylporphyrines synthétisées.

| - STRATEGIE

La stratégie de synthése adoptée est représemtéefgyure IlI-2. Les synthons-clefs
sont les mono allyloxyphényltritolylporphyrinegara 19a et ortho 19b obtenues par
condensation des aldéhydes appropriés sur le pyrtal fixation des unités glucidiques est
réalisée par métathése des alcénes. Les réactotivytroxylation ont été effectuées sur les
porphyrinesmesesubstituées epara 20a 21a 23a et 24a a I'aide du réactif de Sharpless
(AD-mix B). Tous les composeés isolés sont ensuite déprogtgeslieu basique. Les produits
30a 32aet33a,bont, en outre, été incorporés dans des liposofives'assayer de faciliter

leur pénétration a l'intérieur des cellules.
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Il - SYNTHESE DESPORPHYRINESALLYLIQUES

Nous avons, tout d’abord, synthétisé la maawa-allyloxyphényltritolylporphyrine
19a a partir de la mono hydroxyphényiltritolylporphyeih8a (fig. 111-3). Elle est synthétisée

selon la méthode des « aldéhydes mixtgwésentée dans la premiére partie.

OH OCH,CH=CH,
" (> O
CHO CHO @
K,CO4
m C,H5CO,H _
4 +3 + re flux > BrCH ,CH=CH,
N DMF
R s A N R
H.C CH HsC CHs
3 18a -7% s 19a -76%

Figure 111-3. Synthése de la mopara-allyloxyphényltritolylporphyrine.

Dans notre cas, cette méthode consiste a condégeseuantités staechiométriques de pyrrole,
de 4-hydroxybenzaldéhyde et daratolualdéhyde dans I'acide propionique a reflux. égor
purification, la mono hydroxyphényltritolylporphyie 18a a été isolée avec un rendement de
7%. Ce rendement modeste est lié a la formatiorcaroitante des produits issus de la
copolymérisation du pyrrole ainsi qu'a la formatida tétratolylporphyrine et de porphyrines
polyhydroxylées. Le greffage de la chaine allyligest ensuite réalisé par réaction de
Williamson en présence de carbonate de potassiumesale bromure d'allyle dans le
diméthylformamide anhydre. Aprés traitement et fizaiion, on isole le composEda avec

un rendement de 76%. Nous avons essayé, par la, dglibptimiser I'obtention des
précurseurs porphyriniqued9a,b et avons appliqué la méthode de Littldécrite
précédemment en utlisant a la place du 4-hydroxyaleléhyde, le 4- ou le 2-
allyloxybenzaldéhyde (fig. IlI-4).

OCH,CH=CH,
" (7
CHO CHO @
C,HsCO,H
4£/ \>+3© * @ re flux
N
|l_| CHs OCH,CH=CH,

H3C 19a -7% CHs
19b - 3%

Figure Ill-4. Synthése des mono allyloxyphénylisitporphyrines par la méthode de Litfle.
La porphyrine monosubstituée para 19a cristallise aprés 24 heures a 5°C en méme temps

que la tétratolylporphyrine et de petites quantitésporphyrines aryle polysubstituées. Son
analogueortho 19b ne cristallise quasiment pas et reste, pour lresde dans le filtrat. Un
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pré-traitement dans de 'eau bidistillée a doncrétéessaire afin d’éliminer une partie des
produits issus de la copolymérisation du pyrroldaetliter la purification ultérieure. Nous
avons ensuite procédé a la purification des precaat chromatographie. Que ce soit pour le
dérivépara ou pour son analoguetho, on a di procéder, apres purification, a une étigpe
démétallation par une extraction au chloroform@®&sence d’acide chlorhydrique concentré.
En effet, on remarque, par CCM, la présence d'umpureté située juste en dessous des
produits19a,b Apres analyse, il s'est avéré gu'il s’agissaitfait des mémes porphyrines
métallées par du zinc. Little et célbnt observé le méme probléme lors de la synthése d
leurs COMpOSES. Apres purification et démétallation les mono
allyloxyphényltritolylporphyrines 19a et 19b ont été isolées respectivement avec des
rendements de 7% et 3%. Bien que la purificatiodadporphyrine allyliquel9a soit plus
complexe que celle du composé monohydroxhdd cette deuxieme voie de synthése se
révele plus intéressante. En effet, elle permetcadder plus rapidement a leara
allyloxyphényltritolylporphyrinel9a avec un rendement supérieur au rendement glotsal de

deux étapes de la premiere voie de synthése (5%).

11l - SYNTHESE DESPORPHYRINESO-ET C-
GLYCOSYLEESETHYLENIQUES

Nous allons maintenant détailler la synthese paathnése des porphyrines O- et C-
glycosylées éthyléniques. La fixation des unitéscigliques a été réalisée en présence du
catalyseuiG (fig. 11-23). L'analyse comparative des résultdésla littératuré montre que ce
catalyseur présente une grande tolérance vis-degsgroupements fonctionnels associée a

une grande sélectivité E/Z liée a la présence dagpgments mésityle sur le complexe.

Au cours dessais préliminaires, nous avons faiagié la mono para
allyloxyphényltritolylporphyrinel9a sur un large excés de C-ally4D-glucopyranosé.l en
présence de 77% molaire de catalyseur de Grubhsgéagn deux fois (fig. 11I-5). Apres
purification par chromatographie, nous avons igel€omposé24a avec un rendement de
47%. Sa structure a été confirmée par RMN du prabmu carbone 13 ainsi que par

spectrométrie de masse MALDI.
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OAc

AcO OAc
AN

H /CHZ

H.C OCH,CH=CH, H3C @

OAc
N AcO catalyseur G
CH ZCI P
O O o

CH H,C 3
HC 103 ’ 11 T 24247%

Figure 111-5. Synthése du compoaéaa partir du sucre monomeére C-allyliglie

Ayant ainsi vérifieé la faisabilité de cette apprecmous avons ensuite cherché a
optimiser les rendements des produits isolés. D@ndut, la procédure en deux étapes
développée par Grubbs et cblhous a paru particulierement intéressante (figé)ll Elle
consiste a faire réagir, dans un premier tempsgdaesealeux oléfines terminales sur elle-méme
afin d’obtenir son homodimére. Ce dernier réagér fa suite, avec la seconde oléfine

terminale pour conduire majoritairement au protiéterodimeérique.

[Etape 1: SeIf—métathéseJ

T X catalyseur R/\/\/\:-""\/\/R

Homodimeére

[ Etape 2 : Hétéro—métathése]

- catalyseur
RN NN R R X

Hétérodimeére

Figure 111-6. Stratégie de métathése en deux étdpesloppée par Grubbs et cbll.

D’aprés ces auteurs, en effet, l'utilisation d’'urcé&s d'oléfine disubstituée favoriserait
statistiqguement la formation d’un intermédiaireyditiene (fig. 111-7) dont la décomposition

lente permettrait d’obtenir de facon préférentiédl@roduit hétérodimérique.
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R R [R :|=/RI [ ].C/Rl
R' u Ru o
R R

/=
R L
N r\}
[Ru] Prodwt

| r hétérodimérique
R ‘

|l

Figure 111-7. Mécanisme pouvant expliquer I'obt@mtimajoritaire de I'hétérodimere.

En appliguant cette stratégie a notre systéme, avoss pu isoler le compo2da avec un
rendement de 81% par réaction deplra-allyloxyphényltritolylporphyrine19a avec le
disaccharide 7 (fig. 111-8). Nous avons ensuite généralisé cettethode pour la synthese des

différentes porphyrines glycosylées.

HC OCH2C|-|=CH2
OAc
catalyseur
i CHZCIz

HC 19a 17 24a 81%

OAc
AcO o OAC

OAc
OCH,CH=CHCH,

Figure 111-8. Synthése du compo3éaa partir de I'homodimer&7.

Les porphyrines glycosylée2) a 24 ont été synthétisées en suivant une stratégie

similaire (tableau III-1).
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R
catalyseur
B —
R CH.Cl,,A

12-17 20a-24a,b

Tableau llI-1. Synthese des porphyrines glycosyitkglénique®0 a24.

Entrée Substrat R Dimere Conf. Eq. % molaire Produit  Rdt
1 19a CH;OgalBz 12 B 2,8 51 20a 55%
2 19a CH,OglcBz 13 B 4,0 29 21a 55%
3 19b CH,OglcAc 15 B 2,6 37 21b 18%
4 19a CH,OgalAc 14 a 2,6 34 22a 25%
5 19b CH,OgalAc 14 a 2,5 44 22b 19%
6 19a CH,galAc 16 a 5,8 32 +30 23a 64%
7 19b CHygalAc 16 a 8,4 68 23b 58%
8 19a CHoglcAc 17 a 5,7 26 24a 81%
9 19b CH.glcAc 17 a 10,4 66 24b 38%

conf. = configuration anomérique, Eg. = nombre diéglents en dimere, Rdt = rendement.

L’analyse des résultats montre que les rendemenisnt de 18% a 81% avec une trés
bonne sélectivité E/Z comme attendu avec ce typecadalyseur. Cette forte sélectivité
résulterait de 'encombrement stérique induit @aptoximité du macrocycle porphyrinique
favorisant la formation du produitans par rapport a I'isomereis. On constate, en outre, que
les rendements obtenus en sérito sont, dans I'ensemble, inférieurs a ceux de lie para
(Entrées 2 a 9). Le faible rendement en porphy@rgalactosylée epara 22a résulte de
difficultés rencontrées lors de sa purification tfEa 4). Cette plus faible réactivité des
composértho a déja été observée dans notre labordteir@st vraisemblablement liée au
fait que le substituant sur la position 2 du phérgst plus proche du macrocycle. De plus,
nous avons observé, en séitho, la formation d’'un produit secondaire que nouyors pu,
malgré de nombreuses purifications, isoler avec pureté suffisante pour permettre une
caractérisation par RMN. Le spectre de masse MAIbDIque, cependant, que ce composé
possede une masse identique au produit attendeo@posé n’étant pas observé en série
para, I'’hypothese selon laquelle il s’agirait de I'isére Z des porphyrines glycosylées en
ortho a étéécartée. Différents auteurs ont montré que le cexephu ruthéniunG pouvait

catalyser la migration de la double liaison pounarea I'isomére de position correspondant
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de fagcon majoritaire.Nous avons retenu cette hypothése et avons suppaséilleurs, que
dans notre cas, cette migration se faisait préfiéllament en direction du glucide, en raison

des contraintes stériques c6té porphyrinique [lfic).

H.C H,C
NL e
CH=CH /gl
— — —-CH=C
O—CH? catalyseur G O—CHo=CHmCH=C
| . Y
®) .
HC 3 HC
gl =gal ou glc

Figure 111-9. Migration de la double liaison enisgrtho.

IV - DIHYDROXYLATION DES PORPHYRINES
GLYCOSYLEESETHYLENIQUES

Dans le but d’optimiser le caractere amphiphilecds porphyrines, les produi2a,
21a 23aet 24aont été dihydroxylés au niveau de la double liaiéthylénique. Nous nous

proposons tout d’abord de décrire brievement lastiéns de dihydroxylation asymétrique.

V.1 - LA DIHYDROXYLATION ASYMETRIQUE : QUELQUES
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Divers procédés d’obtention de diols a partir cBales existent dans la littérature
Nous pouvons citer, par exemple, I'utilisation ddusolution aqueuse diluée gemmanganate
de potassiuf, I'action d’un peracide sur une oléfine suivie de I'hydrolyse de dx¥yde
intermédiair® ou encore la réaction de Prévostn présence d’iode et d’acétate (ou
benzoate) d’argent. Un autre réactif pouvant irel@ette transformation est le tétroxyde
d’osmium dont I'ester d’osmium intermédiaire peuteéisolé™® Ce dernier est I'espéce
catalytique de I'AD-mixB que nous avons utilisé pour effectuer les réastiae

dihydroxylation sur les compos28a, 213 23aet24aobtenus précédemméfit.

Les réactions de dihydroxylation sont généralenréatisées dans des conditions
biphasiques en présence dg-&(CN}) qui joue le rble de co-oxydant. En effet, il a é&téntré
que ce dernier, associé Q0O;, constituait un systeme efficace pour la dihydtatign
d’oléfines catalysée par OsOLes conditions biphasiques permettent, par aslediéviter la
participation des glycolates d’'osmium dans un secoycle catalytique entrainant une
diminution significative de I'énantiosélectiVitéfig. I11-10). Dans un tel systéme, seul QsO

est présent dans la phase organique dans laquide k& réaction d’osmylation. Les esters
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d’osmium (VI) formés subissent alors une hydrolgsemettant de libérer le diol et le ligand
dans la phase organique et I'espece Os(VI) dapedae aqueuse, ou sa réoxydation ensOsO

peut se produire.

1
iy
0\2 X
py)

\S

organique

agueuse

o

HO”|| ~OH
o}
2 OH 2H0
2 Fe(CN)}3 2 Fe(CN)4

Figure 111-10. Dihydroxylation dans un systéme kpigue.

Enfin, la mise au point d’'une nouvelle génératian ldjands tels que les ligands
phthalazin& diphénylpyrimidin€® ou encore indolifé a permis d’améliorer
significativement les rendements et I'énantioséléétdes réactions de dihydroxylatidgfig.
11I-11).° En raison de leur efficacité, ces trois nouvelttssses de ligands ont désormais
remplacé les ligands de premiere génération dagltjgas exemples sont représentés sur cette

méme figure?
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Premiere génération de ligands*

. (L .

Ligand Ligand Ligand
chlorobenzoate éther de phénanthryle éther de 4-méthyl-2-quinoléyle

Seconde génération de ligands*
o

N—N Ph R
U \ R R
R R \|}\|( N
N\\l/N
Ph
Ligand Ligand Ligand
phthalazine (PHAL) diphénylpyrimidine (PYR) indoline (IND)
N
*avec R = 5—
MeO
Dérivé de la dihydroquinidine Dérivé de la dihydroquinine
(DHQD) (DHQ)

Figure 111-11. Exemples de ligands de premiéreeebade génération.

Les relations entre la structure du ligand et Raigt du catalyseur ont fait I'objet de
nombreuses étudésll a ainsi été démontré I'existence d’une « podadiaison » similaire a
celle observée pour les enzymes. Cette dernieragbed’orienter sélectivement I'oléfine et
d’expliquer, de ce fait, I'énantiosélectivité obssz expérimentalement pour ce type de

réaction (fig. I11-12).
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Fixation % /e @ 2
du ligand par 1'azote ™ 1

CBOoeS

PHAIL = phthalazine
@ DHQD = dihydroguinidine

DHQD

1-Poche de liaison (base = cycle phthalazine). Laigsrpendiculaire est assurée par la méthoxyqni@gP-

Méthoxyquinoline (spectatrice3: Styréne 4- Intermédiaire osmaoxétané-;Unité alcaloide active.

Figure 111-12. Poche de liaison.

Une premiére hypothese postulait que les deux sumitéaloides sur les ligands PHAL ou
PYR agissaient de concert mais on s’est rendu eagnmatr la suite, qu’elles avaient deux
fonctions différente$’ La premiére est directement impliquée dans latida@avec OsQ et

I'oléfine. 1l s’agit de l'unité active. L’autre pacipe avec I'hétérocycle (PHAL ou PYR) a la

formation de la poche de liaison dans laquellefiok se positionne.

Deux mécanismes ont été proposés dans la littérdtue premier s’appuie sur les
travaux de Boesekéf (fig. 11I-13 - voie A). D’aprés ces derniers, l&action procéderait
selon un mécanisme concerté [3+2]. Pour Sharplessllé®, la réaction est initiée par une
addition de type [2+2] de l'oléfine sur une liais@s=0 entrainant la génération d'un
intermédiaire osmaoxétane (fig. IlI-13 - voie Be téarrangement de ce dernier conduit alors
au glycolate. Compte tenu des résultats expériragrahtenus, le mécanisme de la voie A a
été écarté au profit de celui proposé par Sharmesll*® qui permet de mieux rendre

compte des phénomeénes obserés.

|
0sO, L L

Figure 111-13. Mécanismes proposés pour la dihygitaton.
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En outre, on peut prévoir la sélectivité enanti@fiegcde la réaction par modélisation
de celle-cit*** Le modele illustré sur la figure 11I-14 consiste@nsidérer le plan de la double
liaison et a diviser ce dernier en quatre zonesesppondant aux différents substituahtsa
partie sud-est de ce plan et, dans une moindrermeseile située au nord-ouest présentent
des barrieres stériques. Le coin nord-est peutntgadui, convenir pour des substituants
oléfiniques de taille modérée. Enfin, la partie -suest est une zone particulierement
attractive et bien adaptée pour accueillir des gements aromatiques ou des groupements
aliphatiques volumineux. Une oléfine positionnésee schéma sera attaquée soit par la
face du dessus @4 par exemple lorsque le ligand est DHQD, soitladace du dessous ou

dans le cas des ligands du type DHQ.

Dérivés de la

Dihydroquinidine

“HO  OH’

face

NO NE

zone
attractive

o
SO ‘

face ot

“HO OH"

Dérivés de la

Dihydroquinine

R, = petit substituant, Ry = substituant de taille moyenne, R = substituant volumineux

Figure 11l-14. Modéle permettant de prévoir la sélété énantiofacialé’

Les différents ligands peuvent étre regroupés @n grandes classes et permettent la
dihydroxylation de n'importe quel type d’oléfinee ltableau I1I-2 indique les ligands les plus
adaptés selon la structure de l'oléfine. Il estaden que le ligand phthalazine (PHAL)
convient a quasiment tous les types d'oléfineeadéption des alcénes Z pour lesquels seul

est approprié le ligand indoline (IND).

-93-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua
Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

Tableau 1lI-2. Ligands recommandés pour chaque dypléfines.

=
- > )\ /ﬁ g )\/
d'oléfines N N N

Ligand PYR PYR
PHAL IND PHAL PHAL

préeféré PHAL PHAL

Gamme ee  30-97% 70-97% 20-80%  90-99,8%  90-99% 20-97%

ee = 108(x,-Xg)/ (X, +Xs) ou X désigne la fraction molaire gbx..

Nous allons maintenant décrire la dihydroxylatiosyraétrique réalisée sur les
composes?0a, 21a 23a et 24a Ces difféerentes réactions ont été effectuéesréasepce
d’AD-mix- dont la composition a été définie par Sharplessobt (fig. 111-15).° En effet,
celui-ci est particulierement bien adapté pour epdes réactions de dihydroxylation sur des

oléfinestrans-1,2-disubstituées ce qui est le cas des porphg/rrghgcosylées éthyléniques

synthétisées.
N—N
R— DR
avec R =
OMe
PHAL DHQD
Source en osmium Co-oxydant Ligand
Nature K20sQOy(OH)4 KsFe(CN)/ K,CO;  (DHQD)-PHAL
Quantité 1,04 g 669,6 g/293,9¢g 5,52 ¢

Figure 111-15. Composition de I'’AD-mi¥ pour 1 kg de mélange.

V.2 - SYNTHESE DES PORPHYRINES GLYCOSYLEES
DIHYDROXYLEES

Les réactions de dihydroxylation conduisant auxdpits 25 a 28 ont été réalisées
selon la procédure décrite par Sharpless et °cadin présence d’AD-mig- et de
méthylsulfonamide. Le réle de ce dernier consisleranuer le temps de réaction en facilitant
I'hydrolyse des glycolates d’osmium (\Vf)Le systéme de solvants que nous avons utilisé est,
cependant, Iégérement différent par rapport auwopode¢ standard. En effet, les porphyrines
glycosylées éthyléniques ne sont pas solubles ldasystéme binaireertiobutanol/eau — 1/1
employé classiguement. Nous avons donc opté pour sksteme ternaire
tertiobutanolt-butylméthyl éther/eau — 2,5/3/2,5 proposé par Zétoeoll™ qui s’est révélé le

plus adapté pour nos produits. Les résultats obteont reportés dans le tableau I11-3.
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]
OCH,CH=CHCH ,R HC OCHZCIZHCHCH R

@_© s @ .

| AD-mix B,méthylsulfonamide _ | |
t-BuOH/tert-butyl méthyl éther/H ,O

@ 20a-21a CH @ 25a-26a CH,

HC  23a-24a 3 HC  27a-28a

Tableau 1lI-3. Synthése des porphyrines dihydrosylé

Substrat R Conf. Concentration (x 10°mol.L")  Produit R’ Rdt
20a OgalBz B 1,1 25a H 68%
2la OglcBz B 0,6 26a H 47%
23a galAc o 1,5 27a H 42%
24a glcAc o 1,5 28a Ac 49%

Les produits25 a 28 ont ainsi été isolés, apres purification par ctatographie, avec
des rendements variant de 42% a 68%. Compte tenbadt poids moléculaire de ces
produits, de la faible quantité disponible et der leclative solubilité, la concentration en
porphyrine introduite (de I'ordre de $amol.L™) est, par ailleurs, trés inférieure & celle du
protocole standard (0,1 mot'). Les conditions de dilution dans lesquelles rexmns opéré
peuvent expliquer, dans une certaine mesure, Rdtaé obtenus. En outre, les réactions
étant effectuées en milieu fortement basique, rYass pensé qu’il pouvait se produire une
déprotection partielle de nos produits. C’est paarguous avons procédé a une réacétylation
du brut obtenu a l'issue de la dihydroxylation dunposé24a Cependant, nous n’avons pas
observé de différence de rendement significativguidgend a prouver qu’il ne se produit pas

de déprotection dans les conditions opératoirdisegs.

La configuration des produits résultant de la dioyglation a été déterminée a l'aide
du modelé décrit précédemment (fig. I1-15). Les substitsaf® et R’ ont été placés en
tenant compte des critéres établis par Sharplessiet (fig. 111-16). Le ligand étant un dérivé
de la dihydroquinidine DHQD, I'attaque se fait gn&ntiellement par la fage
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| Face p

R'= CHasucre

Figure 111-16. Détermination de la configurationsderoduits obtenus.

Il semble donc que les produits obtenus majorita&a du fait de l'attaque par la fafe

soient les composés (R,R) représentés sur la flget&. Nous n'avons pas pu déterminer les
exces énantiomériques en raison des faibles géandié produits obtenus a lissue des
réactions de dihydroxylation. Toutefois, compteutedes contraintes stériques liées a la
présence du macrocycle, une attaque par ladamenduisant aux énantiomeres des produits

isolés parait difficile. Cette hypothése reste @ficmer lors de futurs travaux.

HQ CH,sucre
; R R:
He OCH? OH
| |
@) .
HC 3

Figure 111-17. Structure et configuration des pritslde dihydroxylatior25a-28a

Les structures de ces produits ont été confirméesgectroscopie RMN du proton et
du carbone 13 ainsi que par spectrométrie de nyaese les composégba et 28a Les
porphyrines glycosylée®6a et 27aayant été récupérées, quant a elles, en trope ppténtité
pour une analyse RMN, nous avons opté pour unetéaisation par spectrométrie de masse
haute résolution qui nous a permis de confirmerslesiructures. Nous avons également
effectué la caractérisation par spectroscopie Wible des différents produits synthétisés et

obtenu des spectres dont I'allure correspond bieux obtenus classiquement pour des
porphyrines.
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V - DEPROTECTION DESPORPHYRINES GLYCOSYLEES

Les réactions de déprotection sont généralementéepéen milieu basique en
présence de systemes tels que des solution métia®wlde méthanolate de sodium, de
méthanolate de barium, de soude, d’ammoniac, dbybénine ou d’autres amines. Dans
notre cas, les porphyrines de départ n’étant pables dans le méthanol, nous avons réalisé
la réaction de déprotection dans un mélange dichiéthane/méthanol 7/3 en présence d’'une
solution méthanoliqgue de méthanolate de sodium.réssltats obtenus sont reportés dans le
tableau Ill-4. Aprés précipitation a I'éther de rmpét et éventuellement purification sur
colonne de silice phase inverse, les différentglyte ont été isolés avec des rendements
variant de 38% a 99%. Ces porphyrines sont insetubdans I'eau et relativement solubles
dans des solvants mixtes THE- 80/20 ou 95/5.

HCI) (IDH
Xgl
H3C OCHCHXg
Q)
MeONa a 0.5 Mdans MeOH OCH,
20a-28a > ou
CH,Cl,/MeOH - 7/3

avec X = CHO, CH, @ @ @ @ o

t CH
€ HC 20233 0 HC  34a87a
HO _oH OH
HO: %
OH OH
gal glc

Tableau Ill-4. Déprotection des porphyrines glydées.

Substrat X gl Conf. Produit Rdt
20a CH,O gal B 29a 94%
2la CH,O glc B 30a 95%
21b CH,O glc B 30b 30%
22a CH,O gal a 3la 94%
22b CH,O gal a 31b 96%
23a CH, gal a 32a 94%
23b CH, gal a 32b 80%
24a CH, glc a 33a 74%
24b CH, glc a 33b 98%
25a CH;O gal B 34a 94%
26a CH;O glc B 35a 99%
27a CH, gal a 36a 99%
28a CH, glc a 37a 85%
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V1 - CARACTERISATIONS SPECTRALES

Les différents produits synthétisés au cours ddraeail ont été caractérisés par
spectroscopie UV-visible, spectrométrie de mass& gue par spectroscopie RMN du proton

et du carbone 13 dans le cas des produits protéges.

VI.1 - SPECTROSCOPIE UV-VISIBLE

VI.1.1 - Cas desneseporphyrines glycosylées protégées
Les spectres sont enregistrés dans le dichlorométHis sont trés proches de ceux
observés pour lemeseb,10,15,20-tétraphénylporphyrines avec une foatede d’absorption
vers 420 nm, appelée bande de Soret et quatre $adedmoindre intensité, nommeées bandes
Q et notées respectivement I, Il, Il et IV vers06590, 550 et 520 nm. Ces différentes

valeurs sont présentées dans le tableau IlI-5.

Tableau I1I-5. Spectres UV-visible des composéséaés dissous dans GEl,. Ama(nm) [ex10°mol™.L.cm™].

Composés Soret v 11 Il I
20a 420 (514,9) 517 (15,5) 552 (10,5) 592 (5,1) 649)(5,
2la 420 (446,9) 517 (14,8) 553 (8,6) 592 (3,7) 648)(3,4
21b 419 (313,7) 515 (11,1) 551 (5,3) 590 (3,3) 645)(2,6
22a 419 (386,0) 517 (14,7) 552 (9,6) 592 (4,8) 648)(4,8
22b 419 (640,0) 516 (18,1) 551 (8,4) 591 (5,1) 647)(4,0
23a 419 (462,9) 517 (17,0) 553 (9,7) 592 (5,2) 648)(4,9
23b 419 (425,3) 516 (13,8) 551 (7,5) 591 (4,4) 647)3,5
24a 420 (392,2) 517 (10,9) 552 (11,3) 593 (4,9) 648)(3,
24b 419 (302,6) 515 (11,9) 551 (6,7) 591 (3,8) 647)(2,9
25a 420 (467,3) 517 (16,6) 552 (11,1) 592 (5,4) 648)(5,
26a 420 (671,4) 516 (22,1) 553 (13,3) 592 (7,1) 648)(6,
27a 419 (313,7) 516 (11,3) 552 (7,2) 592 (3,6) 648)(3,2
28a 420 (381,4) 516 (11,7) 552 (7,8) 592 (4,1) 647)3,4

Les spectres de ces porphyrines, dont un exempleg®senté sur la figure 111-18
présentent, outre la bande de Soret, les quatréeba@ attendues pour des porphyrines de
type étio. En outre, on observe un léger déplacemes bandes Q vers le rouge pour les

composéortho par rapport a leurs analogyera.
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Figure 111-18. Spectre UV-visible du composé C-gisiglé23h.

VI.1.2 - Cas desneseporphyrines glycosylées déprotégées
Les porphyrines déprotégées n’étant pas solubles ¢k dichlorométhane, leurs
spectres ont été réalisés dans le solvant mixte/H}F— 8/2 (tableau 1lI-6). Les spectres
sont similaires a ceux des produits protégés quoretants et appartiennent également au

type étio.

Tableau I11-6. Spectres UV-visible des composés@égésA na{nm) [ex10°mol™.L.cr™.

Composés Soret v i I I
29a 419 (387,7) 515 (14,0) 551 (9,5) 594 (4,8) 650)(4,9
30a 418 (410,1) 515 (16,6) 551 (9,8) 593 (4,4) 649)(4,2
30b 418 (382,9) 514 (15,6) 548 (7,7) 592 (4,6) 648)(3,9
3la 419 (170,1) 516 (10,0) 551 (8,4) 591 (5,1) 649)(4,1
31b 418 (245,2) 514 (9,7) 549 (4,9) 592 (2,9) 648 (2,6)
32a 418 (327,1) 516 (15,3) 551 (9,1) 593 (4,0) 649)(3,9
32b 418 (251,9) 514 (9,9) 549 (5,5) 593 (3,2) 648 (3,3)
33a 419 (349,8) 515 (14,3) 551 (8,6) 593 (4,2) 649)(4,1
33b 418 (200,4) 514 (7,9) 549 (4,3) 593 (2,5) 648 (2,1)
34a 418 (246,7) 515 (8,9) 551 (5,8) 594 (2,8) 650 (2,8)
35a 419 (273,3) 515 (9,6) 552 (6,4) 594 (3,1) 649 (2,7)
36a 419 (265,9) 515 (9,9) 551 (6,6) 594 (3,2) 649 (2,8)
37a 419 (337,5) 515 (12,0) 552 (8,3) 594 (4,5) 649)(4,0

VI.2 - SPECTROMETRIE DE MASSE

VI.2.1 - Cas desnesoporphyrines glycosylées protégées

La masse molaire des porphyrines glycosylées avé@&tfiée par spectrométrie de

masse. Les données obtenues pour les porphyriyassglées éthyléniquedaa24b et pour
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les produits dihydroxylé®5a et 28a sont reportées dans le tableau IlI-7. Un exemple d

spectre correspondant au composé C-glucasidest représenté sur la figure 111-19.

Les porphyrines sont des composés de haut poidécoialre et de faible volatilité.
Les méthodes classiques telles que I'ionisatiomiiue ou I'impact électronique se révelent
donc inappropriées pour de telles structures. Nmuws sommes tournés vers une technique
particuliere procédant par désorption laser afintrdéer nos produits : le MALDI. Cette
méthode permet I'observation de I'ion quasi-molatel sans fragmentation et donc le quasi-
contrdle de la pureté de I'échantillon. Ainsi, noagons pu constater la présence de
porphyrines métallées par du zinc, en plus de fatpoine base libre, dans certains de nos
échantillons alors que nous n’avions rien remargaé spectroscopie UV-Visible. Les
spectres ont été effectués au Laboratoire de Chitriecturale Organique et Biologique de

I'Université Pierre et Marie Curie (Paris) sousligection du Docteur Jean-Claude Blais.

Tableau Ill-7. m/z théorique et expérimental pdionl quasi-moléculaire [M-H]

Composés Masse moléculaire calculée Masse moléaeaxpérimentale
20a 1321,49 1321,61
2la 1321,49 1321,46
21b 1073,43 1073,35
22a 1073,43 1073,55
22b 1073,43 1073,48
23a 1057,44 1057,33
23b 1057,44 1057,17
24a 1057,44 1057,34
24b 1057,44 1057,32
25a 1355,50 1355,61
28a 1175,47 1175,47

ras0s ";c=:?'$ﬂ:0$‘ ;2
0-H,C H

00 800

1000 1200 1400

Figure 111-19. Spectre de masse de la porphyrirgduCesylée24a
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VI.2.2 - Cas desnesoporphyrines glycosylées déprotégées

Les porphyrines déprotégées ne sont pas solubteslels solvants deutériés employés
classiquement en spectroscopie RMN. Nous avonsroanfa structure des produits obtenus
par spectrométrie de masse haute résolution doptéesion (<5ppm) permet d’attribuer,
sans équivoque, la formule brute correspondaréchéintillon. De la méme fagon, nous avons
opté pour ce mode de caractérisation pour confirtaerstructure des deux produits
dihydroxylés26aet27a Les résultats obtenus pour les porphyrines dégéei?9a a 37a et
les produits dihydroxylé®6a et 27a sont regroupés dans le tableau III-8. Pour chaque
composé ont été observés l'ion quasi-moléculaireHM mais aussi, dans certains cas, les
ions [M-NaJ et [M-K]".

Tableau 111-8. m/z théorique et expérimental pas produits déprotégés.

Composé [M-HT' [M-Na]* [M-K] *

M/Z attendu M/ Zexpérimental  M/Zatends M/ Zexperimental M/ Z attendu M/ Zexperimental
26a 1355,5017 1355,4982 1377,4837 1377,4845 - -
27a 1091,4443 1091,4427 1113,4262 1113,4296 - -
29a 905,3914 905,3922 927,3734 927,3715 - -
30a 905,3914 905,3919 927,3734 927,3725 - -
30b 905,3914 905,3897 - - - -
3la 905,3914 905,3922 - - - -
31b 905,3914 905,3902 927,3734 927,3729 - -
32a 889,3965 889,3971 - - - -
32b 889,3965 889,3961 911,3785 911,3777 927,3524 989,34
33a 889,3965 889,3974 911,3785 911,3764 927,3524 997,34
33b 889,3965 889,3963 911,3785 911,3805 - -
34a 939,3969 939,3972 961,3788 961,3785 - -
35a 939,3969 939,3969 961,3788 961,3765 - -
36a 923,4020 923,4026 945,3839 945,3835 - -
37a 923,4020 923,4028 945,3839 945,3894 - -
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VI.3 - SPECTROSCOPIE RMN
La numérotation utilisée pour désigner les diffésgmrotons et carbones est illustrée
ci-dessous, dans le cas du pro@@a (fig. 111-20).

H OBz OBz

Bz 374
CH,0-~/=0 Ga,b
da,b 1 5 OBz

Positionsa-pyrroliques
1,4,6,9,11,14,16,19

Positionsméso
5,10,15,20

Figure 111-20. Numérotation utilisée - Cas du priidd-galactosylé€0a

VI1.3.1 - RMN du proton
Les spectres de résonance magneétique nucléaireradanpdesmeseporphyrines
glycosylées sont enregistrés a 400,13 MHz dans €DDés compléments en deux
dimensions (COSY, HMQC) ont permis de confirmercés échéant, les attributions des
signaux. Celles-ci sont détaillées dans les tallé&9, 111-10 et 11I-11. En outre, les spectres
de la porphyrine O-galactosylée para 20a et du produit dihydroxylé corresponddifia
sont donnés a titre d’exemple sur la figure 11I-B8ine maniére générale, on retrouve sur les

différents spectres, 7 familles de signaux :

* les protong pyrroliques vers 8,80 ppm,

* les protons des groupements aryle et tolyle eng@ &t 8,15 ppm,

* les protons osidiques entre 3,15 et 6,05 ppm psupbrphyrines O-glycosylées et 3,40 et
5,50 ppm pour les dérivés C-glycosylés,

* les protons de la chaine carbonée entre 1,60 @i{pps2,

» les protons des méthyles appartenant aux groupsruyie vers 2,70 ppm,

» les protons des groupements benzoyle entre 8,42%t{ppm ou acétyle vers 2,00 ppm,

* les protons NH pyrroliques vers —2,70 ppm.
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Tableau I11-9. RMN'H des porphyrinepara-substituée®0a, 21aet25a[d en ppm J en Hertz)].

H 20a 2la 25a
H B pyr. 8,85 g 8,85 g 8,85s
8,83 d (3,5)
NH -2,76 s -2,76 s 2,77 s
p-Tolyle
2,6 8,09d (7,9) 8,09d (7,7) 8,09d (7,8)
3,5 7,54 d (7,8) 7,54 d (7,8) 7,55d (7,8)
Me 2,70 s 2,70 s 2,70 s
Aryle
2,6 8,04 d (8,4) 8,03 d (8,5) 8,08 d (8,9)
3,5 7,21d (8,6) 7,20d (8,5) 7,19d (8,5)
Bras
a 4,68d (4,5) 4,684(3,6) 4,21 m
B 6,12 dt (4,9-15,6) 6,09 dt (4,9-15,7) 4,16 M
y 6,05 ni 6,02 dt (5,2-15,9) 4,07 M
N 4,59 dd (3,7-13,1)4,53 m 4,21'm
3 4,36 m 4,32 dg(5,7-13,3) 3,96 dd (5,0-10,3)
Glycosyle
1 4,98 d (8,0) 5,0d (7,8) 4,95d (7,9)
2 5,89 dd (8,0-10,3)5,62 dd (7,8-9,7) 5,85 dd (7,9-10,3)
3 5,67 dd (3,4-10,3)5,96 t (9,6) 5,70 dd (3,4-10,3)
4 6,03 d,(3,3) 5721t(9,7) 6,03:d3,0)
5 4,391 (6,6) 4,22 ddd (3,3-5,2-9,8),42 ¢ (6,3)
64 4,74 dd (6,5-11,2)4,69 dd (3,2-11,9) 4,72 dd (6,7-11,3)
6 4,47 dd (6,6-11,1)4,56 dd (5,2-12,0) 4,52 dd (6,1-11,3)
Benzoyles  8,13-7,36 m 8,05-7,26 m 8,13-7,39 m

" Les attributions affectées du méme exposant damsn&éme colonne sont réversibles.
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Tableau I11-10. RMN'H des porphyrines O-et C-galactosyl@@s,bet23a,b[5 en ppm J en Hertz)].

H 22a 22b 23a 23b
H B pyr. 8,85 g 8,84 g 8,85 g 8,84 s
8,83 d, (4.5) 8,77 d (4,6)
8,77 d,(4,0)

NH -2,76 s -2,74 s -2,76 s -2,74 s
p-Tolyle
2,6 8,09d (7,8) 8,08 m 8,09 ¢7,6) 8,09 m
3,5 7,55d (7,8) 7,55:d7,7) 7,54 d (7,6) 7,54 d (7,5)
Me 2,70 s 2,705 2,69s 2,70 s
Aryle
2 8,12 d (8,6) / 8,11.,18,6) /
3 7,28 d (8,5) 7,33 d (8,6) 7,26 d (8,6) 7,31 @)8,
4 / 7,75 dt (1,4-8,3) / 7,7318,2)
5 7,28 d (8,5) 7,3%t(7,4) 7,26 d (8,6) 7,3%17,2)
6 8,12 d (8,6) 8,00 dd (1,3-7,3) 8,11(8.6) 7,99 dd (1,3-7,2)
Bras
a 4,84 @, (4,6) 4,41 § 4,76 d (4,6) 4,34d (4,7)
B 6,19 dt (5,0-15,8) 5,31 dt (5,0-15,4) 6,03 dt (4,9-15,6) 5,14 dt (5,0-15,6)
y 6,11 dt (5,1-15,7) 5,29 M 5,97 dt (6,0-15,6) 5,14 dt (5,0-15,6)
Oa 4,37 m 3,60dd (4,2-13,0) 2,62m 2,70-1,60 m
oY 4,21 dd (5,8-12,0) 3,41 dd (5,8-13,0) 2,44 dt (BBD) 2,70-1,60m
Glycosyle
1 5,25d (3,6) 4,74 d (3,6) 4,41 dt (4,8-9,9) 31844,9-9,8)
2 5,21 dd (3,6-10,7) 4,90dd (3,6-10,9) 5,34 d8-@11) 4,97 dd (5,1-9,2)
3 5,46 dd (3,3-10,7) 5,10dd (3,3-10,8) 5,28 da-&1) 4,88 dd (3,2-9,2)
4 5524 (3,2) 5,26 d (2,7) 5,501t (2,9) 5,13d (3,0)
5 4,34 (6,5) 3,92m 4,19 ddd (2,4-4,9-6,9) 3,69 m
6. 4,16 d (6,5) 3,87 dd (6,0-10,8) 4,31 dd (6,9-10,8) 3,69 m
6 4,16 d (6,5) 3,81dd (6,6-10,6) 4,13 dd (5,3-10,8) 3,69 m
Acétyles 2,17 s 2,04 s 2,14 s 2,00s

2,14 s 1,88s 2,10s 1,86 s

2,09s 1,72 s 2,06 s 1,64 s

2,01s 1,54s 1,60s

" Les attributions affectées du méme exposant damsnéme colonne sont réversibles.

-105-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

Tableau I1I-11. RMN'H des porphyrines O-et C-glucosylé&h, 24ab et28a[5 en ppm J en Hertz)].

H 21b 24a 24b 28a
H B pyr. 8,85s 8,85s 8,84 s 8,86 d (4,6)
8,83 d,(4,5) 8,84 d (4,0) 8,8%s
8,77 @ (4.5) 8,77 d (4,3) 8,83 (4,7)
8,76 d (4,3)
NH -2,74 s -2,76 s -2,74 s -2,78 s
p-Tolyle
2,6 8,09d (7,9) 8,09d (7,6) 8,07 m 8,09d (7,6)
3,5 7,55d (7,6) 7,55d (7,7) 7,55d (7,6) 7,55 8)X
Me 2,70 s 2,69s 2,70 s 2,70 s
Aryle
2 / 8,11d (8,0) / 8,13 d (8,3)
3 7,32d (8,4) 7,26 d (8,5) 7,31d (8,5) 7,27 6)8,
4 7,75 dt (1,6-8,4) / 7,73 dt (1,4-8,4) /
5 7,361 (7,4) 7,26 d (8,5) 7,36(8,1) 7,27 d (8,6)
6 8,01 dd (1,5-7,4) 8,11 d (8,0) 7,99dd (1,5-7,3) 8,13d(8,3)
Bras
a 4,39d (4,7) 4,77 d (5,2) 4,34,@,7) 4,42 m
B 5,23 dt (4,9-15,7) 6,06 dt (5,3-15,5) 5,16 dt (4,2-15,6) 553 m
y 4,99 dt (5,8-15,7) 5,98 dt (6,4-15,5) 5,16 dt (4,2-15,6) 553 m
N 3,73 dd (6,0-13,3) 2,69 m 2,70-1,70 m 2,25 - 202
oY 3,42 dd (5,7-13,3) 2,50 4l(5,1-15,2) 2,70-1,70 m 2,25-2,02m
Glycosyle
1 3,95d (8,0) 4,40 m 3,79 m 4,42 m
2 4,70 dd (8,0-9,6) 5,16 dd (5,6-9,3) 4,79 dd (5,7-9,3) 5ty 5,6-8,9)
3 4,85 m 5,40t (9,0) 4,991 (9,0) 5,341t(8,7)
4 4,85 m 5,04t (9,0) 4,73 1(9,0) 5,00t (8,7)
5 3,17 ddd (2,1-4,4-9,6) 3,97 ddd (2,6-5,3-8,9) 3/dd (2,8-5,0-9,1) 4,00 m
64 3,94 dd (4,5-12,0) 4,32 dd (5,3-12,2) 3,80 dd-81) 4,34 dd (5,9-12,1)
6 3,75dd (2,1-12,2) 4,15 dd (2,6-12,2) 3,61 dd-22) 4,16 dd (2,1-12,1)
Acétyles 192s 2,13 s 1,87s 2,25s
1,90s 2,12 s 1,86s 2,18 s
1,84s 2,07s 1,75s 2,17 s
1,50s 2,06s 162s 2,13 s
2,06s
2.02s

" Les attributions affectées du méme exposant damsnéme colonne sont réversibles.
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VI.3.1.1- Influence de I'orientation de la substitution

Les porphyrines substituées grara présentent un spectre plus simple que les
composeésortho. Ce phénoméne est di au plan de symétrie conspauré le plan
perpendiculaire au macrocycle passant par lesiposinesaob et 15 des dérivgsara. Du fait
de la perte de symétrie induite par la substitugomrtho, on observe, dans cette série, des
changements significatifs dans la résonance desdiable des noyaux. Ainsi, les protons
B pyrroliques ne résonnent plus sous la forme d’ngudet et de deux doublets, voire d'un
unique singulet comme en sépara, mais sous la forme d'un singulet et de plusieurs
doublets. De la méme facon, ce changement d’otientantraine un élargissement des
doublets correspondant aux protons des groupenylis. La substitution ayant lieu sur les
groupements aryle, ces derniers sont évidemmeettdment concernés par la modification
de la position et voient leurs signaux se multipliea figure 111-22 illustre les modifications
de la zone correspondant aux prot@gyrroliques et aromatiques lors du passage d'une

substitution empara a une substitution esrtho.
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Figure 111-22. Comportement des protdhpyrroliques et aromatiques des compdxés, h
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Les protons osidiques et ceux de la chaine alkgdéd également fortement affectés
par le changement d’orientation de la substitutiom.tableau IlI-12 présente les variations
des déplacements chimiques de ces différents mdtvaque I'on passe d'une substitution

paraa une substitutioartho.

Tableau 111-12. Variation des déplacements chimigie®).

H Ad22b/22¢ Ad23b/23¢ Ad24b/24¢
Bras

a -0.43 -0.42 -0.43
B -0.88 -0.89 -0.90
y -0.82 -0.83 -0.82
N -0.77 - -

O -0.80 - -
Glycosyle

1 -0.51 -0.57 -0.61
2 -0.31 -0.37 -0.37
3 -0.36 -0.40 -0.41
4 -0.26 -0.37 -0.31
5 -0.42 - -0.57
64 -0.29 - -0.52
6p -0.35 - -0.54

On observe, en effet, un blindage relatif de I'emiske des signaux. Il est & noter que celui-ci
est plus marqué pour les protons du bras espaeeylds éloignés du groupement phényle.
Le blindage observé pour ces difféerents noyaux ewuggue, pour les dérivéaatho, la
proximité du macrocycle engendre par compressiérigsie la déformation de celui-ci et
I'inclusion du bras glycosylé dans son cone d’amggme.'® Cependant, le blindage, dans ce
cas, est plus faible que celui observé généralepmunt des porphyrines glycosylées munies
d’'un bras espaceur saturé. Ce phénomene peut maisement étre interprété par une plus

grande rigidité des chaines insaturées qui rerslgifficile le repliement du bras glycosylé.

VI.3.1.2 - Influence de la nature du glucide
La comparaison des spectres des comp@Baset 21a 23a et 24a ainsi que23b et

24b montre que le remplacement d’une unité galactaseip motif glucose n’apporte pas de
changements significatifs. En effet, les seulesatians observées concernent les protons
glucidiques et sont dues a la modification des [Eggs axiaux-équatoriaux du
glycopyranose. On peut noter, cependant, en s@tigo la multiplication des signaux
correspondant aux protorf$pyrroliques pour le composé glucosylé par rapporsoa

analogue galactosylé.
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VI.3.1.3- Influence de la nature de I'hétéroatome lié aurt@ne anomérique

Les différences notables qui existent entre leshpapes C- et O-galactosylées se
situent au niveau des protons du bras espaceueseprbtons osidiques (Tableau 11I-10).
Quelle que soit l'orientation de la substitutiom observe un blindage des protons de la
chaine insaturée. Celui-ci est plus marqué pourptesons end du fait de la différence
d’électronégativité entre le carbone et I'oxygébhes protons osidiques - a I'exception de
celui en position 2 - sont également blindés pesrdomposés C-galactosylés par rapport a
leurs analogues O-galactosylés. En série C-galdajos, le couplage supplémentaire du
proton anomeérique avec les protons du bras espac#taine une complexification de la
figure lui correspondant. D’une maniére générateobserve une modification des figures
correspondant aux protons glucidiques en positiat 6 lorsque I'on passe du dérivé O-

galactosylé a son analogue C-galactosylé.

VI.3.1.4- Influence de la double liaison

La circulation des électronsde la double liaison crée un champ magnétiquecasso
Il en résulte que les protons se situant dansde @é la double liaison se trouvent dans une
zone paramagnétique du champ induit et sont, daitefortement déblindés par rapport a
I'alcane correspondant. Par ailleurs, les zonegags au dessus et en dessous du plan de la
double liaison sont des zones de blindage du fit'idfluence diamagnétique du champ
induit. Nous observons, en effet, un fort déblireldgs protong ety de la chaine insaturée
des différents produits glycosylés. Il est a nagele, dans le cas des porphyrines O-
glycosylées, les protons et & sont tous les deux directement liés a un atomgydé&ne.
Pourtant, les hydrogenes ensont toujours plus déblindés que ceux &nCela résulte
vraisemblablement d'un effet électro-attracteurspimportant du fait de la présence du
phényle voire du macrocycle pour les protonsugpar rapport a ceux eh La réaction de
dihydroxylation effectuée sur les produlBa et 24a a pour conséquence la disparition de la
double liaison au profit de la génération de déaisdns carbone-oxygeéne. Les modifications
qui en résultent sur les spectres des produitespondants affectent surtout les protons du
bras espaceur et dans une moindre mesure, lesnprtoyrroliques. Le tableau I1I-13
présente les variations causées par la disparidienla double liaison du fait de la

dihydroxylation conduisant aux produitSaet28a
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Tableau 111-13. Variation des déplacements chimsgoleservés aprés dihydroxylation.

H Ad25a/20:¢ Ad28a/24:
Bras

a -0.47 -0.35

B -1.96 -0.53

y -1.98 -0.45
Oa -0.38 -

o -0.40 -

Comme attendu, on observe un blindage de toutepdsitions de la chaine alkyle et plus
particulierement des protofisety. Ce blindage est cependant moins marqué pourdtsns

B ety du compos@8a Ceci est di au fait que les hydroxyles de larahaie sont pas sous
forme libre mais protégés par des acétyles. Ors darcas des carbonyles, on observe un
phénomene similaire a celui décrit précédemment lgsualcenes, a savoir un déblindage des
protons se situant dans le plan de la double ha&toun blindage de ceux positionnés au
dessus. Par ailleurs, les figures des protons asi éspaceur sont fortement modifiées et leur
attribution, rendue délicate du fait de leur mangieerésolution. Dans ce cas précis, les
compléments en deux dimensions (COSY et HMQC) nonis permis de lever toute

ambiguité.

VI.3.2 - RMN du carbone 13
Comme pour les homodiméres glucidiques, la RMN @uassociée a la séquence J-
MODE et & la corrélation hétéronucléaire dirette'’C (HMQC) est nécessaire pour
permettre Iattribution de tous les protons en RE#N Les attributions détaillées des signaux
sont rassemblées dans les tableaux lll-14 et llIddmme en RMN du proton, on retrouve

plusieurs familles de signaux :

» les carbones des fonctions carbonyle sont lesgébbndés et se situent vers 170,0 ppm,

* le signal résonnant a environ 158,4 ppm corres@ond carbone quaternaire aromatique
directement lié & un atome d’oxygéne. Suivant&ptation de la substitution, il appartient
au C-4 ou au C-2 aryle,

* les carbonesr et B pyrroliques résonnent respectivement a 150,3 et91Bfpm et se
présentent sous la forme de figures élargies dudiila tautomérie des protons NH
pyrroliques. Dans certains cas, ils sont a peisileés,

* les signaux observés a 139,3 et 137,3 ppm corrdspbraux carbones quaternaires en
position 1 et 4 des groupements tolyle. Le carden@us déblindé est celui directement

lié au macrocycle, c’est a dire C-1,
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* le carbone quaternaire C-1 aryle résonne vers I§m0en séripara et vers 132,0 ppm
pour les dérivésrtho,

* on observe le signal correspondant aux carbonesites C-2,6 et C-3,5 des groupements
tolyle a respectivement 134,5 et 127,4 ppm,

* les carbones tertiaires correspondant au C-2,6e atgs composépara résonnent a
135,6 ppm. En sériartho, le carbone C-6 est legerement déblindé,

 on observe, pour les composés substituésogho, un signal vers 130,0 ppm
correspondant au C-4 aryle,

* en sérigpara, les carbones C-3,5 aryle résonnent vers 112,8 gardéplacement reste
identique pour le carbone tertiaire C-3 des déroréso et est Iégerement déblindé pour le
carbone en C-5,

» les carbonemesorésonnent sous la forme de trois signaux autod26e0 ppm,

* le carbone anomérique résonne vers 100,0 ppm psymorphyrines O-glycosylées et vers
70,0 ppm pour les dérivés C-glycosylés,

* les autres carbones osidiques se situent entree6@®0 ppm,

* les carbones @;y du bras espaceur sont fortement déblindés vers0128,0 ppm.
Aprés dihydroxylation et disparition de la doublaidon, ils résonnent vers 70,0 ppm
comme le carbone en

* le carbone secondaire &+ésonne entre 67,9 et 69,5 ppm pour les porplgrine
glycosylées et est blindé pour les dérivés C-glyiéssdu fait de la disparition de I'atome
d’'oxygéne,

« enfin, on observe a 21,5 ppm le signal des méthddssgroupements tolyle et entre 20,0
et 21,0 ppm, ceux des acétyles. Les carbones depenents benzoyle des composés

203 2laet25ase situent, quant a eux, entre 128,0 et 134,0 ppm.
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Tableau I1I-14. RMN"C des porphyrines O-et C-glycosyl&@&sa, 21a, 23a, 24a 25aet28a(d en ppm).

C 20a 21a 25a 23a 24a 28a
Pyrroles
a 150,3 150,4 150,3 150,3 150,3 150,3
B 131,9 131,9 131,9 131,9 131,9 1319
Meso
5 119,6 119,6 119,5 119,6 119,6 119,3
10 120,1 120,1 120,1 120,1 120,1 120,1
15 121,1 121,1 121,1 121,1 121,1 121,1
20 120,1 120,1 120,1 120,1 120,1 120,1
p-Tolyle
1 139,3 139,3 139,3 139,3 139,3 139,3
2,6 134,5 134,5 134,5 134,5 134,5 134,5
3,5 127,4 127,3 127,4 127,4 127,4 127,4
4 137,3 137,3 137,3 137,3 137,3 137,3
Me 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5
Aryle
1 134,9 134,9 135,1 134,9 134,9 134,9
2 135,6 135,6 135,6 135,6 135,6 135,6
3 112,8 112,8 112,7 112,8 112,8 112,9
4 158,3 158,4 158,2 158,4 158,4 158,0
5 112,8 112,8 112,7 112,8 112,8 112,9
6 135,6 135,6 135,6 135,6 135,6 135,6
Bras
a 67,9 67,9 72,3 68,6 68,5 66,7
By 128,8 128,8-128,6 70,0 129,6-128,3 129,1-128,5 -8@,8
o 69,3 69,2 69,1 29,8 29,3 29,7
Glycosyle
1 100,6 100,2 102,1 71,5 72,0 69,1
2 69,9 72,0 70,0 68,4 70,2 69,8
3 71,8 73,0 71,4 68,0 70,3 70,4
4 68,2 69,8 68,1 67,5 68,7 68,6
5 71,5 72,4 71,8 68,5 69,1 69,5
6’ 62,1 63,2 62,1 61,3 62,2 62,2
Bz ou Ac
C=0 166,1-165,3 166,2-165,2 166,1-165,5 170,6-16990,7-169,6 170,9-169,4

PhouCH  133,6-128,3 133,4-128,8 133,7-128,3 20,9-20,7 -20,8 21,1-20,7

" Les attributions affectées du méme exposant damsnéme colonne sont réversibles.
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Tableau I1I-15. RMN"C des porphyrines O-et C-glycosyl&idb, 22a,h 23bet24b © en ppm).

C 22a 22b 21b 23b 24b
Pyrroles
a 150,3 150,3 150,3 150,3 150,3
B 131,9 131,9 131,9 131,9 131,9
Meso
5 119,6 115,7 115,7 115,8 115,8
10 120,1 120,3 120,3 120,3 120,3
15 1211 119,9 119,9 119,9 119,9
20 120,1 119,9 119,9 119,9 119,8
p-Tolyle
1 139,3 139,4 139,4 139,3 139,3
2,6 1345 1345 1345 1345 1345
3,5 127,4 127,4 127,4 127,4 127,4
4 137,3 137,3 137,3 137,3 137,3
Me 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5
Aryle
1 135,0 131,8 131,8 131,7 131,7
2 135,6 158,4 158,4 158,4 158,4
3 112,8 112,9 113,1 113,0 113,0
4 158,3 129,8 129,8 129,7 129,7
5 112,8 119,9 120,0 119,9 119,8
6 135,6 136,0 135,9 135,9 136,0
Bras
o 67,9 68,5 68,5 69,2 69,1
By 128,7-128,6 128,6-127,0 128,1-127,4 128,2-128,1 ,4287,7
o 67,8 67,1 68,5 29,7 29,7
Glycosyle
r 95,6 95,0 99,3 71,1 71,6
2’ 68,1 67,7 71,0 67,8 69,7
3 67,6 67,4 72,6 67,7 70,1
4 68,1 67,9 68,1 67,2 68,4
5 66,5 66,1 71,4 67,9 68,5
6’ 61,7 61,5 61,6 60,9 61,7
Acétyle
Cc=0 170,4-170,0 170,4-170,0 170,5-169,0 169,5-17(,20,3-169,3
CH; 20,9-20,7 20,6-20,3 20,5-20,2 20,5-20,3 20,6-20,3

" Les attributions affectées du méme exposant damsnéme colonne sont réversibles.
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VI.3.2.1- Influence de l'orientation de la substitution
Le passage d’'une substitution gara a une substitution eortho n'a pas d’'influence

significative sur les déplacements des carbooe®t B pyrroliques ni sur ceux des
groupements tolyle. Les variations engendrées @achangement d’orientation pour les

composé®2a,h 23a,bet24a,bsont reportées dans le tableau I1I-16.

Tableau 111-16. Variation des déplacements chimigid®).

C Ad22b/22a Ad23b/23a Ad24b/24a
Meso

5 -3,9 -3,8 -3,8
10 +0,2 +0,2 +0,2
15 -1,2 -1,2 -1,2
20 -0,2 -0,2 -0,3
Aryle

1 -3,2 -3,2 -3,2
2 +22.,8 +22,8 +22,8
3 +0,1 +0,2 +0,2
4 -28,5 -28,7 -28,7
5 +7,1 +7,1 +7,0
6 +0,4 +0,3 +0,4
Bras

a +0,6 +0,6 +0,6
B -0,1 -1,4 -0,7
Y -1,6 -0,2 -0,8
o) -0,7 -0,1 +0,4
Glycosyle

1 -0,6 -0,4 -0,4
2 -0,4 -0,6 -0,5
3 -0,2 -0,3 -0,2
4 -0,2 -0,3 -0,3
5 -0,4 -0,6 -0,6
6 -0,2 -0,4 -0,5

Comme attendu, du fait de la perte de symétrieploserve une forte variation pour les
carbones aryliques directement concernés par legemaent d’orientation et dans une
moindre mesure, pour le carbomesoen position 5. Les autres carbones sont faibleraent

diversement influencés par le passage d’une sutistippara a une substitutioartho.

-114-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua
Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

VI.3.2.2 - Influence de la nature du glucide
En sériepara comme en sériertho, le changement d’unité glucidique n’apporte
aucune modification significative des déplacemehimiques des carbones correspondant au
bras et au macrocycle porphyrinique. Les seulesati@ams observées concernent les

déplacements chimiques des sucres eux-mémes ehBéregntes a leurs structures propres.

VI1.3.2.3- Influence de la nature de I'hétéroatome lié aurt@ne anomérique

Comme en RMN du proton, le passage des porphyripegycosylées a leurs
analogues C-glycosylés n’affecte que les déplactsmehimiques relatifs aux carbones
osidiques et au bras espaceur. Les variations \aE®rpour ces positions sont données
tableau IlI-17.

Tableau 11I-17. Variation des déplacements chimigi®).

C Ad23a/22a Ad23b/22b
Bras

a +0,7 +0,7
B +0,9 -0,4
Y -0,3 +1,1
0 -38,0 -37,4
Glycosyle

1 -24,1 -23,9
2 +0,3 +0,1
3 +0,4 +0,3
4 -0,6 -0,7
5 +2,0 +1,8
6 +0,4 -0,6

Comme attendu, les plus fortes variations concérmes carbones directement liés a
'oxygene des porphyrines O-galactosyl&Za et 22b. On observe également, dans une
moindre mesure, un déblindage d’environ 2 ppm pewarbone osidique en position 5. Ce
phénomeéne peut étre di a des contraintes stériggeeement plus importantes lorsque le
sucre est fixé par le groupement gHutdt que par 'atome d’oxygene.

VI1.3.2.4 - Influence de la double liaison
Comme en RMN du proton, la disparition de la doub&son n’entraine de
modifications que pour les déplacements chimiques ahrbones du bras espaceur et n'a
d’influence ni sur les carbones du macrocycle niles carbones osidiques (Tableau 111-14).
Ce sont, comme on pouvait s’y attendre, les cab@net y qui subissent la plus forte

variation, passant d’environ 128,8 a 70 ppm.
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VIl - CONCLUSION

Nous avons rapporté la synthese de nouvelles pongsyO- et C-glycosylées avec de
bons rendements dans I'ensemble. Les porphyriryessgylées éthyléniques ont été obtenues
par métathése des alcénes ce qui, a notre conmedssa’a jamais été réalisé sur des
porphyrines. Récemment, des réactions de métathésectivation micro-ondes ont été
décrites dans la littératuté.ll pourrait étre intéressant, notamment dans Ie das
porphyrines substituées emntho, d’appliquer une méthode similaire en vue d’anrélides
rendements. En opérant les réactions de dihydrtoaglaur les produit&0a 21a 23aet243,
nous avons pu Vérifier que ce type de réactiorfecédit pas le macrocycle. Par ailleurs, il a
été montré qu’en contrélant le pH des réactionditgdroxylation, on pouvait améliorer de
facon significative le rendemelitDe nouveaux essais dans des conditions similairen
augmentant la concentration en porphyrine intr@dpdurraient donc permettre d’optimiser la
dihydroxylation des porphyrines glycosylées éthiglaas. Les différents produits obtenus au
cours de ce travail ont ensuite été déprotégésntetad I'objet de tests biologiquaa vitro

sous leur forme libre ou incorporés dans des lipeso (voir en annexe).
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PARTIE EXPERIMENTALE
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| - REACTIFSET SOLVANTS

Tous les réactifs et solvants sont des produitsnoexrciaux. Leur origine et leur

conditionnement sont précisés dans les tableauk éVv-2

Tableau IV-1. Origine des réactifs utilisés.

Réactifs Origine Conservatior Traitement

Acétate d’hydrazine ACROS +4°C -
Acétate de sodium MERCK TA -

Acide chlorhydrique 36% FISHER SCIENTIFIC LABO$I TA -
AD-mix f ALDRICH TA -

Alcool allylique FLUKA TA -

Allyl- a-D-galactopyranoside ALDRICH TA -
2-Allyloxybenzaldéhyde ALDRICH +4°C -
4-Allyloxybenzaldéhyde LANCASTER +4°C -
Allyltriméthylsilane ACROS +4°C -
a-D-Glucose pentabenzoate ALDRICH TA -
Anhydride acétique JANSSEN TA -
B-D-Allyl glucopyranoside ALDRICH +4°C -
B-D-Galactose pentaacétate ACROS TA -
B-D-Glucose pentaacétate ALDRICH TA -

BF; OEt ALDRICH +4°C -
Bromure d’allyle ALDRICH TA -
Carbonate de potassium sec ACROS TA active 24h a 100°C
Catalyseurs de Grubbs STREM CHEMICALS +4°C -
Chlorure de zinc ACROS TA -
Cholestérol SIGMA -20°C -
Cyanure de benzoyle FLUKA TA -

DBU ALDRICH TA -
DL-Dimyristoyl-a-phosphatidyl choling SIGMA -20°C -
D-(+)-Galactose ALDRICH TA -
4-Hydroxybenzaldéhyde ACROS TA -
Lécithine de soja ACROS +4°C -
Méthanolate de sodium ACROS +4°C -
Méthylsulfonamide ACROS TA -
Paratolualdéhyde ALDRICH +4°C distillé avant utilisation
Pyridine FLUKA TA -

Pyrrole ACROS + 4°C distillé avant utilisation
Trichloroacétonitrile ALDRICH +4°C -
Triéthylamine ALDRICH TA -
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Tableau IV-2. Origine des solvants utilisés.

Solvants Origine traitement
Acétate d'éthyle SDS -
Acétone FISHER SCIENTIFIC LABOSI -
Acétonitrile anhydre SDS -
Acétonitrile pour HPLC FISHER SCIENTIFIC LABOSI -
Acide propanoique ACROS -
Chloroforme SDS -
Cyclohexane SDS -
Dichlorométhane anhydre stabilisé par amylgne SDS -
Dichlorométhane SDS distillé sur BOs puis CaH
N,N-Diméthylacétamide ACROS -
N,N-Diméthylformamide anhydre ALDRICH -
Ethanol absolu ELVETEC -
Ether de pétrole SDS -
Méthanol FISHER SCIENTIFIC LABOSI -
Tertiobutanol ACROS -
t-Butyl méthyl éther ALDRICH -
Tétrahydrofurane ACROS -
Toluene SDS -

| -ACTIVATION MICRO-ONDES

[.1 - MICRO-ONDES DE LABORATOIRE

Deux types d'appareil ont été utilisés. Le preneistrun Milestone Ethos 160@'une
puissance maximale de 1000W. Il est piloté pamatdiur et I'asservissement peut étre réalisé
en température ou en puissance. La températureessirée a I'aide d’'une sonde de type fibre
optique insérée dans le milieu réactionnel. Le seé@ppareil utilisé est un Synthew&w02
(Prolabo) d’'une puissance maximale de 300W. lpdsté par ordinateur et I'asservissement
peut étre réalisé en température ou en puissarcéerhpérature est repérée a l'aide d’'une
sonde infrarouge placée sous I'échantillon.

[.2 - MICRO-ONDES DOMESTIQUE
L’acétylation de I'allyl a-D-galactose a été réalisée a l'aide d’'un four crmndes

domestique de marque Gold$tatune puissance de 750 W en mode décongélatidh/\()8
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Il -ANALYSES

.1 - POUVOIRS ROTATOIRES
Les pouvoirs rotatoiresa]p sont mesurés a l'aide d’'un polarimétre digitalcdds
(DIP 370) pour la raie D du sodium et dans une des& dm de longueur. Ces mesures sont

effectuées a 20°C en solution dans le chloroforme.

1.2 - SPECTROSCOPIE INFRAROUGE
Les spectres IR sont réalisés sur un appareil Pdekiner FT-IR spectrometer-
Spectrum 1008 Les composés a analyser sont dissous dans droftittoe et déposés sur

une pastille de KBr. Les longueurs d’onde sont mésien c.

1.3 - SPECTROSCOPIE UV-VISIBLE
Les spectres ont été réalisés sur un spectrophto®r8e5001A25° (Perkin Elmer
Instruments). Tous les spectres sont effectués desicellules de quartz de 1 cm de trajet
optique & une concentration voisine d&-10° mol.L™%. Les longueurs d’onde correspondant
aux absorbances maximales sont exprimées en nes ebéfficients d’absorption molaires

en mol*.L.cm™.

1.4 - SPECTROSCOPIE RMN
Les spectres RMN ont été enregistrés sur un apareier DPX avec une fréquence
de 400,13 MHz pour le proton et de 100,13 MHz pleuccarbone 13 a I'Université de
Limoges. Les déplacementd) (sont exprimés en ppm en prenant le triméthylsilaomme
référence interne. Les constantes de couplagensesiirées en Hz. Les abréviations retenues
sont: s (singulet), d (doublet), dd (double dot)bleddd (double double doublet), dddd
(double double double doublet), t (triplet), dt e triplet), ddt (double double triplet), m

(multiplet). Les figures élargies comportent uri ‘& indice.

1.5 - SPECTROMETRIE DE MASSE
Les spectres de masse des homodiméres glycosidapesté mesurés en mode
Electrospray positif sur un appareil R 10-10 NerraagLaboratoire de Chimie Structurale |

de I'Université Pierre et Marie Curie (Paris VI).

Les spectres de masse des porphyrines glycosyhé&teoréalisés par désorption laser
(MALDI-TOF) au Laboratoire de Chimie Structuraleganique et Biologique de I'Université
Pierre et Marie Curie (Paris VI) sous la directthnDocteur Jean-Claude Blais.
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Les spectres de masse haute résolution ont étémiléés par ionisation en mode
Electrospray positif pour les produits finaux dépges et les produits résultant de la
dihydroxylation au Centre Régional de Mesures Rjues de I'Ouest de I'Université de

Rennes I.

1l - CHROMATOGRAPHIE

1.1 - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE ANALYTIQUE
La chromatographie sur couche mince analytiquefésttuée sur de la silice déposée
sur plagues d’aluminium alufolien (gel de silice Bg4 Merck de 0,2 mm d’épaisseur). La
révélation des plagues est assurée :

* par observation directe pour les composés colorés,

e par pulvérisation d'un mélange acide sulfuriquefat (0,1 g d’orcinol pour 100 mL
d’une solution a 20% d’acide sulfurique) suiviem’'simple chauffage pour les composés
glycosylés,

e par exposition a la lumiere UV a l'aide d'une lampdéquate pour les composés

absorbant dans 'UV,
* en combinant ces techniques le cas échéant.

l1I.2 - CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVE

[11.2.1 - Chromatographie sur colonne
Les chromatographies ont été effectuées a partir cdennes préalablement

conditionnées par I'éluant choisi pour la purifioat Nous avons utilisé des colonnes de
silice (gel de silice MCL-CHROM, granulométrie :-4B8 um Merck) de diametre variant de

2 a5 cm etde 16 a 30 cm de hauteur suivant laenat la quantité des composés a purifier.
Nous avons également réalisé des purificationscelonne phase inverse (phase RP-18,

granulométrie : 15-4Qm Merck).

l11.2.2 - Chromatographie sur couche mince préparative
Les chromatographies sur couche mince préparatives réalisées sur des plaques
préparées au laboratoire a I'aide de 80 g de diKieselgel 60Pf4 Merck) et de 220 mL
d’eau bidistillée que I'on dépose sur six plaquessérre (20*20 cm) puis qui sont séchées a

I'air libre et finalement activées a 110°C pendadeux heures.

-121-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua
Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

IV - SYNTHESES

1,2,3,4,6-penta®-benzoyl-a-D-galactopyranose (1)

A 360 mg (2,0 mmol, 1 éq.) de D-galactose en susperrdans une solution d’acétonitrile
(20mL) et 1,469 g de cyanure de benzoyle (11,2 mmab,6 €qg.) sont ajoutés

1 mL de triéthylamine. L’ensemble est laissé sagitaion pendant une heure. On procéde
alors a la filtration du substrat n'ayant pas réags le brut obtenu apres évaporation sous
vide est purifié sur colonne de gel de silice @ole/AcOEt — 99,5/0,5). Le proddit est alors

isolé sous la forme d’une huile jaune orangée ame@ndement de 50% (697 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,60 (toluene/acétate d’éthyle — 9/1)

IR:v cm*: 3063 VcH aromad ; 2958 VcH sucrd ; 1729 Vc=0 este} ; 1584, 1452 \(c=c aroma) ;

1265 {c.0 este}

RMN 'H (CDCk) : &pm = 8,13-7,14 (m, 25H, OBz) ; 6,95 (d, 1H,¥ 3,6 Hz, H) ; 6,19
(dd, 1H, J5=3,4 Hz, 5= 0,9 Hz, H) ; 6,12 (dd, 1H, 3l = 3,2 Hz, 3, = 10,7 Hz, H) ; 6,03
(dd, 1H, J1 = 3,6 Hz, d3 = 10,7 Hz, H); 4,83 (¢, 1H, 36 = 6,8 Hz, H) ; 4,63 (dd, 1H,
Jsas5= 6,4 Hz, daspr= 11,3 Hz, HJ) ; 4,42 (dd, 1H,6} 5= 7,0 Hz, &y 6a= 11,3 Hz, H)

"RN: 41545 -55-5
! Holy, A., Nucleosides, Nucleotide 251-258, 1975.
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2,3,4,6-tétra-O-benzoyl-D-galactopyranose (2)

968 mg de a-D-galactose pentabenzodtq1,38 mmol ; 1 ég.) sont dissous dans 8 mL de
DMF anhydre. 154,5 mg d’acétate d’hydrazine (1,68ah; 1,2 éq.) sont ajoutés rapidement.
L’ensemble est maintenu a température ambiantegoerih heures puis 108 mg d’acétate
d’hydrazine (1,17 mmol ; 0,8 éq.) sont de nouveaioduits et le mélange laissé 24 heures de
plus a température ambiante. 50 mL d’acétate détbgnt alors ajoutés et la phase organique
est lavée avec une solution saturée de chlorursodieim (%10 mL), neutralisée avec une
solution glacée de NaHGGaturée (5 mL), lavée a I'eaux@ mL), séchée sur MgSQ
filtrée, évaporée sous pression réduite puis @arifur colonne de silice (gradient d’élution :
EP/AcOEt — 80/20 & 65/35). Le mélange des deux anesrest ainsi récupéré sous la forme
d’'une mousse blanche avec un rendement de 84%n{§a&/3 = 83/17).

Caractérisation :

Rf = 0,54 (toluene/acétone — 9/3)

IR : v cmi': 3442 Yon) ; 3064 Vch aromatiqu} ; 2969 Uch sucrd ; 1727 Uc=0 este) ; 1584, 1452
(VC:C aroma-t) ; 1270 ()C—O este)

Anomeérea : RMN 'H (CDCL) : dppm = 8,10-7,24 (m, 20H, OBz) ; 6,07 (dd, 1H4 ¥ 3,4 Hz,
J2=11,5Hz, H); 6,07 (dd, 1H, 4 = 1,6 Hz, 43= 3,5 Hz, H) ; 5,85 (t, 1H, J,= 3,5 Hz,
H,); 5,70 (dd, 1H, 34 = 3,5 Hz, d3=10,1 Hz, H) ; 4,87 (t, 1H, Jds = 6,5 Hz, H) ; 4,62 (dd,
1H, %a5= 6,5 Hz, dasr= 11,3 Hz, Ky ; 4,39 (dd, 1H, ¢} 5= 6,6 Hz, d6a= 11,3 Hz, Hp) ;

3,13 (d, 1H, gn1 = 3,5 Hz, OH)

RMN *3C (CDCb) : 8ppm = 166,3-165,3 (4CO) ; 133,5-128,3 (3 Haromatiqud ; 129,6-128,7
(4XCaromatiqud ; 90,5 (G) ; 72,2 (G) ; 70,1 (G) ; 69,6 (G) ; 67,8 (G) ; 62,9 (Gasn

Anomeérep : RMN *H (CDCL) : dppm = 8,10-7,24 (m, 20H, OBz) ; 6,00¢dLH, J 3= 3,3 Hz,
Hy) ; 5,73 (dd, 1H,3)s= 3,4 Hz, d,=9,2 Hz, H) ; 5,61 (dd, 1H,3; = 8,0 Hz, d5= 10,4 Hz,
Hy) ; 5,05 (t, 1H, J, = 8,2 Hz, H) ; 4,68 (dd, 1H, 6l 5= 6,4 Hz, dasp= 11,2 Hz, H,) ; 4,45

" RN : 627 466-84-6
2 Lafont D., Bouchu M.-N., Girard-Egrot A., BoullamgP.,Carbohydr. Res.336, 181-194, 2001 ; lvanova |.
A., Ross A. J., Ferguson M. A. J., Nikolaev A. ¥.Chem. Soc., Perkin Trans.1743-1754, 1999.
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(dd, 1H, dp5= 6,5 Hz, dysa= 11,2 Hz, H) ; 4,36 (M, 1H, sort sousek Hs) ; 3,97 (d, 1H,
Jon1 = 8,7 Hz, OH)

RMN *°C (CDCb) : 8ppm = 166,3-165,3 (¥CO) ; 133,5-128,3 (2 Haromatiqud ; 129,6-128,7
(4XCaromatiqua ;90,5(Q); 72,2 (G); 70,1 (G); 69,6 (G) ; 67,8 (G) ; 62,9 (Gasn

2,3,4,6-tétra-O-benzoyl-D-glucopyranose (3)

OBz

Bzom
BzO
B OH

1 g dea-D-glucose pentabenzoate (1,43 mmol ; 1 éq.) smsbds dans 7 mL de DMF. Le

milieu réactionnel est porté a 50°C puis 270 mgéate d’hydrazine (2,93 mmol ; 2 éq.)
sont ajoutés rapidement. L'ensemble est mainteoetta température pendant 3 heures puis
refroidi pendant 45 minutes, dilué dans 50 mL daiee d’éthyle, lavé avec une solution
saturée de chlorure de sodiunx32 mL), neutralisé avec une solution glacée de NaHC
saturée (5 mL), lavé a 'eaux@0 mL), séché sur MgSgXiltré, évaporé sous pression réduite
puis purifié sur colonne de silice (gradient d’'@at: EP/ACOEt — 75/25 a 73/27). Le
composé désiféest ainsi récupéré sous la forme d’une mousseldaavec un rendement de
80% (676 mga/p = 9/1).

Caractérisation :

Rf = 0,56 (toluéne/acétone — 9/3)

IR : v cmi': 3453 (on) ;: 3067 Uch aroma) ; 2954 Vch suerd ; 1724 c=0 este) ; 1577, 1448
(Ve=c aromat) » 1274 Yc.0 este)

RMN *H (CDCh) : 8ppm = 8,06-7,26 (m, 20H, OBz) ; 6,26 (t, 1H,F k4= 10,0 Hz, H) ;
577 (d, 1H, d> = 3,8 Hz, Hy); 5,74 (t, 1H, 43 = s = 9,8 Hz, H); 5,32 (dd, 1H,
b1 = 3,2 Hz, d3 = 10,2 Hz, H); 4,69 (m, 1H, H); 4,65 (dd, 1H, ¢ls = 2,9 Hz,
Jsaeb= 12,9 Hz, Hy) ; 4,44 (dd, 1H,6b 5= 4,5 Hz, dp6a= 12,4 Hz, Hy)

"RN : 627 466-64-2
% Watanabe K., Itoh K., Araki Y., Ishido YGarbohydr. Res154, 165-176, 1986 ; Mbadugha B. N. A., Menger
F. M., Org. Lett, 5, 4041-4044, 2003.
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2,3,4,6-tétra-O-benzoyla-D-galactopyranosyl trichloroacétimidate (4)

Bz
'9'CC|3
NH

257,5 mg de composg (0,43 mmol ; 1 €g.) sont dissous dans 3,1 mL dhlaiométhane
anhydre sous atmosphere d’argon. Le ballon de 1@shlalors plongé dans un bain de glace
et sont ajoutés 1,55 mL de trichloroacétonitrile,46 mmol ; 35,8 éq.) et 68 de DBU (0,43
mmol ; 1éq.). L'ensemble est laissé sous agitasimms atmosphére d’argon a 0°C pendant
2 heures puis évaporé sous pression réduite auafitation sur colonne (éluant : EP/AcOEt
— 85/15). Une nouvelle purification sur plaquespparatives de gel de silice s’est révélée
nécessaire (éluant : toluéne/AcOEt — 9/1). Le cadgbdest isolé sous la forme d’'une huile

visqueuse avec un rendement de 73% (233 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,43 (toluene/AcOEt — 9/1)

[a]p + 116 € 1, CHCE) ; Litt.* [a]p + 113 € 1, CHCE)

IR:v cm’: 3064 Ve aromar) 5 2958 Uch sucrd ; 1729 Uc=0 ester j; 1677 {c=n) ; 1585, 1452
(Vc=c aromat) ; 1269 ¥c-0 este)

RMN *H (CDCk) : dppm = 8,64 (s, 1H, NH); 8,10-7,25 (m, 20H, OBz); B,&, 1H,
J»=3,6 Hz, H) ; 6,16 (dd, 1H, 4= 0,7 Hz, 43= 3,1 Hz, H) ; 6,08 (dd, 1H, 3}, = 3,3 Hz,
J2=10,6 Hz, H) ; 5,96 (dd, 1H,4, = 3,6 Hz, 3= 10,6 Hz, H) ; 4,87 (¢, 1H, 3= 6,5 Hz,
Hs) ; 4,62 (dd, 1H, g5 = 6,9 Hz, dasp = 11,4 Hz, Hy ; 4,44 (dd, 1H, g5 = 6,0 Hz,
Jov.6a= 11,4 Hz, Hp)

" RN : 138 479-78-4
“Rio S., Beau J.-M., Jacquinet J.-Carbohydr. Res 219, 70-91, 1991.
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2,3,4,6-tétra-O-benzoyla-D-glucopyranosyl trichloroacétimidate (5)

Le composé a été obtenu en suivant une procédure similaiedla utilisée pour le composé
4. 550 mg du compos8@ (0,92 mmol ; 1 éq.), dissous dans 10 mL de dicim@thane
anhydre, ont ainsi été mis en présence de 1 mtidearoacétonitrile ( 9,97 mmol ; 10,8 éq.)
et d’'une quantité catalytique de DBU (0,071 mL46mmol, 0,5 éq.). Aprés purification sur
colonne de silice (éluant : EP/ACOEt — 85/15), btient le compos&° sous la forme d’'une

huile visqueuse avec un rendement de 95% (649 mg).

Caractérisation :
Rf = 0,53 (toluene/acétone — 9/1)

[a]o+ 67 € 1,6, CHCY)

IR : v et : 3065 Ucn aroma) | 2958 Uk sucrd | 1728 Uceo esier j 1678 fcon) ; 1580, 1451
(Ve=c aromat) ; 1266 ¥c-0 este)

RMN H (CDCh): 3opm = 8,63 (s, 1H, NH): 8,04-7,86 (m, 20H, OBZz); 4,@, 1H,
Jh.=3,7Hz, H); 6,27 (t, 1H, > =% 4= 10,0 Hz, H) ; 5,82 (t, 1H, J3=d5=9,9 Hz, H) ;

5,62 (dd, 1H, 3 = 3,7 Hz, d3= 10,1 Hz, H) ; 4,65 (dd, 1H,6l5= 2,7 Hz, dasp= 12,7 Hz,
Hea) ; 4,63 (ddd, 1H, ska = 2,8 Hz, dep, = 4,9 Hz, 44 = 10,5 Hz, H); 4,49 (dd, 1H,
Jobs=5,4 Hz, dp6a= 12,6 Hz, Hy)

" RN :149 707-75-5
® Ziegler T., Jurisch CTetrahedron : Asymmetr{1, 3403-3418, 2000.
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2,3,4,6-tétra-O-benzoyl-1-acétyl-D-glucopyranose 6

OBz

o\
BzO
BY OAcC

Voie A : Méthode classique

A 48 mg de composé (0,08 mmol ; 1 €g.) sont ajoutés 0,02 mL d’anhgelmcétique (0,24
mmol ; 3 éq.) et 0,02 mL de pyridine anhydre (0y2#ol ; 3 €q.). L'ensemble est laissé sous
agitation toute la nuit a température ambiantebiLe réactionnel est alors dilué dans 3mL de
chloroforme, lavé plusieurs fois a I'eau, neutealigar une solution saturée de NaHCO
saturée, séché sur MgaQiltré et enfin, évaporé en ajoutant du toluearpazéotroper la
pyridine. Aprés purification sur plaques préparegide gel de silice (éluant : CHEOH —
98/2), on obtient le mélange des deux anonfiésess la forme d’un solide blanc avec un
rendement de 79% (41 mgy3 = 7/3).

Voie B : Méthode par activation micro-ondes

127 mg de compos@ (0,21 mmol ; 1 é€qg.) sont mis en présence de 0,LAmnhydride
acétique (1,28 mmol ; 6 éqg.) et de 21 mg dacétiesodium (0,25 mmol ; 1,2 éq.).
L’ensemble est activé par micro-ontiasune puissance de 120W pendant 5 minutes (5scycle
de 1 minute). On introduit alors de I'eau glacéasdke réacteur et on laisse sous agitation
pendant une heure. On procéde ensuite a une eéotrgear 30 mL de chloroforme et on
neutralise par une solution saturée de NaklCOmL). Puis la phase organique est lavée a
'eau (30 mL) et de nouveau neutralisée (2 mL) awdthage sur MgSQfiltration et
évaporation. Apres purification sur plagues préjpaza de gel de silice, on obtient le mélange

des deux anomeres avec un rendement de 75% (9&/fing,7/3).

"RN : 121 523-91-9

® Jansson K., Ahlforo S., Fredj T., Kihlberg J., Magson G., Dahmen J., Noori G., StenvallXQrg. Chem,
53, 5629-5647, 1988.

® Synthewav@ 402 (Prolabo).
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Caractérisation :

Rf = 0,51 (cyclohexane/acétate d’éthyle — 4/6)

IR : v cm™ : 3065 Y aromad ; 2966 Uch sucrd ; 1762 0c=0 ese/ OAC) ; 1728 (=0 esie/ OBZ) ;

1584, 1451 \(c=c aromat) ; 1266 0c-0 este}

Anomeérea : RMN *H (CDCB) : 8,pm = 8,05-7,30 (m, 20H, OBz) ; 6,64 (d, 1H.¥ 3,7 Hz,
Hj) ; 6,18 (t, 1H, d,= % 4= 10,0 Hz, H) ; 5,79 (t, 1H, J3= % 5= 9,9 Hz, H) ; 5,54 (dd, 1H,
b1=3,7Hz, J3=10,3 Hz, H) ; 4,62 (dd, 1H, 6l5= 2,6 Hz, daep= 12,1 Hz, H,) ; 4,52
(ddd, 1H, d6a= 2,9 Hz, dep = 4,1 Hz, 44 = 10,2 Hz, H); 4,46 (dd, 1H, ¢hs = 4,5 Hz,
Job.6a= 12,1 Hz, Hy) ; 2,23 (s, 3H, OAC)

Anomérep : RMN *H (CDCk) : 8ypm = 8,05-7,30 (m, 20H, OBz) ; 6,09 (d, 1H,& 8,2 Hz,
Hj); 5,95 (t, 1H, 9= k4= 9,6 Hz, H) ; 5,74 (t, 1H, J3= k5= 9,6 Hz, H) ; 5,66 (dd, 1H,
b1=8,2Hz,d3=95Hz, H); 4,63 (dd, 1H,6 5= 2,4 Hz, dasn= 12,4 Hz, Hy) ; 4,46 (dd,
1H, ¥bs5 = 4,5 Hz, dvsa= 12,1 Hz, Hy); 4,30 (ddd, 1H, ska = 3,0 Hz, de» = 4,7 Hz,
J.4=9,8 Hz, H) ; 2,07 (s, 3H, OAC)
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allyl 2,3,4,6-tétra-O-benzoylB-D-galactopyranoside (7)

OB
6BZO la,b 2 3a,b

BZO OCH,CH=CH,
Bz

Dans un bicol, 437 mg de compogeé (0,59 mmol ; 1 ég.) sont dissous dans du
dichlorométhane stabilisé par de I'amylene. Aprgapération du solvant a température
ambiante et séchage au dessiccateur pendant une leuajoute 4 mL d’alcool allylique
(large exces) et 204 mg de ZaCl,50 mmol ; 2,5 éq.). On procéde alors a 3 aitiva de 2
minutes aux micro-ond&a une puissance maximale de 500W, celle-ci ostitla maniére a
ne pas dépasser la consigne de température fi@88Ca Le brut réactionnel est ensuite dilué
dans 50 mL de dichlorométhane, lavé avec 20 mLud’esché sur MgSP filtré et
finalement évaporé. Apres purification sur colorhe silice, une premiere fraction du
composé7 est obtenue (éluant: cyclohexane/AcOEt — 85/1F)e deuxieme fraction,
constituée du composgeet d’'impuretés est, de nouveau, purifiée sur @aquréparatives de
gel de silice (éluant: cyclohexane/AcOEt — 8/2¢. domposé/ est alors isolé sous forme

d’une huile légerement visqueuse avec un rendetaitde 59% (221,5 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,67 (cyclohexane/AcOEt — 6/4)

[a]p + 101 € 1, CHCE)

IR : v em™ 1 3071 Qck aroma) ; 2973 Uck suerd 3 1728 Yc=0 ester 1648 Pc=c aiphar) ; 1580,
1451 Qc=c aromat) ; 1266 Vc-0 este)

RMN *H (CDCh) : 8ypm = 8,11-7,22 (m, 20H, OBz) ; 5,99 (d, 1H,3¥ 3,0 Hz, H) ; 5,83
(dd, 1H, 31 = 7,9 Hz, 43 = 10,4 Hz, H) ; 5,82 (m, 1H, KH); 5,61 (dd, 1H, 3k = 3,4 Hz,
Jo = 10,4 Hz, H) ; 5,25 (dd, 1H, shsp = 1,3 Hz, da» = 17,2 Hz, H4) ; 5,14 (dd, 1H,
JBpaa = 1,0 Hz, dp» = 10,5 Hz, Hy); 4,88 (d, 1H, iJ, = 8,0 Hz, H) ; 4,69 (dd, 1H,
Jsas5= 6,6 Hz, dasp= 11,2 Hz, Hy) ; 4,43 (dd, 1H,6) 5= 6,6 Hz, dpsa= 11,2 Hz, Hy) ; 4,42
(m, 1H, H) ; 4,32 (t, 1H, Js = 6,5 Hz, H) ; 4,21 (dd, 1H,1, > = 6,3 Hz, Jp1a = 13,2 Hz,
Hab)

2 Milestone Ethos 1660
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allyl 2,3,4,6-tétra-O-benzoylB-D-glucopyranoside (8)

OBz
BZO’M,OCH CH=CH
BzO 2o imr2

OBz

49 mg de composg (0,07 mmol ; 1 éq.) dissous dans du dichloromettstabilisé par de
I'amyléne sont introduits dans le réacteur du mimnde8. On laisse le solvant s'évaporer &
température ambiante et aprés séchage au dessicpatedant une heure, on ajoute 1 mL
d’alcool allylique (large exces) et 22 mg de Zn{@,16 mmol ; 2,5 éq.). On procede alors a 3
activations de 2 minutes a une puissance de 30Wrutaéactionnel est ensuite dilué dans 20
mL de dichlorométhane, lavé avec 10 mL d'eau, sé&uméMgSQ, filtré et finalement
évaporé. Apres purification sur plaques préparativde gel de silice (éluant:
cyclohexane/AcOEt — 8/2 — double migration), orléde compos& sous forme d’une huile

légerement visqueuse avec un rendement de 61%dR6 m

Caractérisation :

Rf = 0,41 (cyclohexane/AcOEt — 6/4)

[alp+ 24 € 1, CHCE)

IR : v it 3065 Qe aroma) 5 2958 Uch sucrd ; 1724 Vc=0 ester j; 1622 Pc=c aiphat) ; 1584,
1451 Pc=c aromat) ; 1266 Vc-0 este)

RMN 'H (CDCk) : 8ypm = 8,03-7,26 (m, 20H, OBz) ; 5,90 (t, 1H.F %4 = 9,6 Hz, H);

5,80 (dddd, 1H,a1a = 4,7 Hz, 31 = 6,2 Hz, 3 3, = 10,7 Hz, 334 = 17,1 Hz, H') ; 5,67 (t,
1H, 3 3= J5=9,6 Hz, H); 5,56 (dd, 1H, 3, = 7,9 Hz, d3= 9,7 Hz, H) ; 5,22 (ddt, 1H,
Ja1r = 1,4 Hz, dasp = 3,0 Hz, da» = 17,2 Hz, Hy); 5,12 (dd, 1H, 3p1 = 1,4 Hz,
J3p,2 10,4 Hz, Hy); 4,90 (d, 1H, 4, = 7,8 Hz, H); 4,64 (dd, 1H, ¢ls = 3,2 Hz,
Jsaeb = 12,0 Hz, Hy) ; 4,51 (dd, 1H, 65 = 5,4 Hz, dea= 12,1 Hz, Hy) ; 4,36 (ddt, 1H,
Jaz=1,4Hz, dar=4,8Hz, da1b=13,2Hz, H,) ; 4,16 (m, 1H, ) ; 4,16 (m, 1H, Hiy)

® Synthewav@ 402 (Prolabo).
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allyl 2,3,4,6-tétra-O-acétyla-D-galactopyranoside (9)

AcO

OAc o

AcO
Ac

CH2CH:CH2

604 mg d’allyla-D-galactose commercial (2,74 mmol ; 1 éq.) sors @m présence de 3,8 mL
d’anhydride acétique (40,27 mmol ; 14,7 éq.) ed@ mg d’acétate de sodium (3,04 mmol ;
1,1 éq.). L'ensemble est activé dans un four misrdes domestiqien mode décongélation
(180W) pendant 4 cycles de 1 minute. Le mélangeticgrnel est alors introduit dans un
récipient contenant de la glace pilée et on lassses agitation pendant une heure avec 30 mL
de dichlorométhane. On procede ensuite a une éximapar 20 mL de dichlorométhane
supplémentaire et on neutralise par une solutitré&ade NaHCEX(3x10 mL), puis, la phase
organique est lavée a I'eau (25 mL) avant sechag®gSQ, filtration et évaporation. Aprés
purification sur colonne de silice avec un gradidi@ution cyclohexane/AcOEt — 80/20 a
75/25, le compos® est isolé sous la forme d'une huile Iégéremenguasise avec un
rendement de 82% (876 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,47 (cyclohexane/AcOEt — 4/6)

[a]p+ 132,5 ¢ 1, CHCE)

IR :v emi®: 2973 Ych sucrd ; 1751 Vc=0 esterj 1647 Pc=c aiphat) ; 1229 Vc-0 este)

RMN 'H (CDCk) : &ypm = 5,88 (ddt, 1H, 2y = 5,5 Hz, 335 = 11,1 Hz, 3, = 16,7 Hz,
H2) ; 5,46 (dd, 1H,4s= 0,8 Hz, 43= 3,2 Hz, H) ; 5,38 (dd, 1H,3),= 3,3 Hz, 4, = 10,4 Hz,
Hs) ; 5,31 (dd, 1H, a3 = 1,4 Hz, 422> = 17,2 Hz, H4) ; 5,23 (dd,, 1H, 3p3a = 1,1 Hz,
Jb2 = 10,4 Hz, Hy) ; 5,15 (m, 1H, H) ; 5,15 (m, 1H, H) ; 4,25 (&, 1H, 3= 6,5 Hz, H) ;

4,19 (ddt, 1H, da3 = 1,2 Hz, ga> = 5,1 Hz, da1p = 13,0 Hz, HJ); 4,10 (d, 2H,

Jsaps= 6,7 Hz, Hap ; 4,02 (dd, 1H, Ip2> = 6,1 Hz, dp1a = 13,0 Hz, Hyp) ; 2,14-1,99 (s,
12H, OAc)

" RN : 78 730-32-2

° Four domestique Goldsfar
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3-(2',3',4',6'-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyl)-propéne (10)

P Bac
0
AcO
OAC tH,CH=CH,

1 g dep-D-galactopyranose pentaacétylé (2,56 mmol ; 1 équrt dissous dans 13 mL
d’acétonitrile anhydre sous atmosphére d’argonajoate alors 1,3 mL d’allyltriméthylsilane
(8,08 mmol ; 3,1 éq.) et 1,6 mL de BBEL (12,63 mmol ; 4,9 ég.). L'ensemble est laissé a
température ambiante sous atmosphére d’argon ped8ameures puis dilué par 30 mL de
dichlorométhane. On procéde par la suite a un Ezadeau (20 mL). La phase organique est
neutralisée par 10 mL d’'une solution saturée de ©@&41 lavée de nouveau avec 20 mL
d’eau, séchée, filtrée et évaporée sous pressiunteé Aprés purification sur colonne de
silice (éluant : EP/ACOELt — 8/2), le compdEgest récupéré sous la forme d’'une huile avec
un rendement de 68% (649 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,58 (toluene/acétone — 7/3)

[a]p+ 81 € 0,9, CHCY) ; Litt.” : [a]p + 84 € 0,9, CHCY)

IR :v cmi™: 2950 Ych sucrd ; 1743 Vc=0 esterj 1641 Qc=c aiphat) ; 1224 Vc-0 este)

RMN *H (CDCH) : 8ypm = 5,76 (ddt, 1H, 2k = 6,8 Hz, d1n = 10,2 Hz, d12= 17,0 Hz, H) ;

5,42 (dd, 1H, J3 = 2,8 Hz, 5 = 5,0 Hz, H) ; 5,27 (dd, 1H,41 = 5,0 Hz, ¢ 3 = 9,2 Hz,
Ho) ; 5,22 (dd, 1H, 94 = 3,2 Hz, 3> = 9,2 Hz, H); 5,13 (dd, 1H, sk1» = 1,7 Hz,
Jaz = 17,1 Hz, Hy; 5,11 (&, 1H, b2 = 9,5 Hz, Hy); 4,30 (dt, 1H, J» = 5,0 Hz,
Jra = 10,1 Hz, H); 4,21 (dd, 1H, ¢hs = 8,9 Hz, daep = 12,7 Hz, H2) ; 4,09 (dd, 1H,
Jobs = 5,0 Hz, dvea = 12,7 Hz, Hyp) ; 4,09 (m, 1H, B) ; 2,47 (m, 1H, Hy) ; 2,30 (m, 1H,
Hap) ; 2,12-2,03 (s, 12H, OAc)

" RN : 201 279-58-5 (Mélange des deux anomeéres)
" Ponten F., Magnusson @.,0rg. Chem.61, 7463-7466, 1996.
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3-(2',3',4',6'-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-propéne (11)

OAcC
AcO Q

AcO v
H2CH:CH2

Le composéll a été obtenu en suivant une procédure similaiaele utilisée pour le
composéll. 5 g deB-D-glucopyranose pentaacétylé (12,81 mmol ; 1 dtissous dans 64
mL d’acétonitrile anhydre sous atmosphere d’argah &é mis en présence de 6,2 mL
d’allyltriméthylsilane (38,52 mmol ; 3 éq.) et d&28nL de BR OEt% (64,71 mmol ; 5 éq.).
Aprés 48 heures de réaction a + 4°C, on procédeaitement. Le composgl® est alors
purifié sur colonne de silice en utilisant commaaélt toluéne/AcOEt — 9/1 et est obtenu avec
un rendement de 60% (2,9 g).

Caractérisation :

Rf = 0,58 (toluéne/acétone — 7/3)

[alp+ 39 € 1, CHCE)

IR :v emi™: 2950 Uch suerd ; 1743 Vc=0 ester§ 1641 Qc=c aiphar) ; 1224 ¥c-0 este)

RMN 'H (CDCh) : 8ypm = 5,75 (dddd, 1H,2k. = 6,5 Hz, dap = 7,1 Hz, d1p = 10,3 Hz,
b1a=17,0Hz, H); 534 (t, 1H, d» = B4+ = 9,1 Hz, H); 5,19 (dd, 1H, i} 1p= 1,5 Hz,
Ja2 = 17,3 Hz, Hy) ; 5,16 (dd, 1H, ¥ 1a= 1,4 Hz, g, = 10,0 Hz, Hy); 5,09 (dd, 1H,
b1 =57Hz,3d3=94Hz, H);498(t,1H,d3 =5 =9,1Hz, H); 4,28 (m, 1H, H) ;

4,21 (dd, 1H, das = 5,4 Hz, daep = 12,1 Hz, Ha); 4,08 (dd, 1H, ¢hs = 2,6 Hz,
Jobea = 12,1 Hz, Hy) ; 3,86 (ddd, 1H,sde, = 2,8 Hz, d6a = 5,3 Hz, 34 = 9,2 Hz, H) ;

2,56 (M, 1H, Hy) ; 2,34 (m, 1H, k) ; 2,08-2,03 (s, 12H, OAC)

" RN : 103 773-87-1 ( Mélange des deux anoméres)
8 Cabaret D., Wakselman M, Carbohydr. Chem10, 55-63, 1991 ; Ermolenko M. STetrahedron Lett.42,
6679-6682, 2001.
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Procédure générale d’homodimérisation des dérivés-@t O-allyliques

Toutes les réactions sont effectuées sous atmasplargon. Le monomere glucidique est
dissous dans du dichlorométhane anhydre préalahteségazé par barbotage d’argon. Aprées
addition, par canne de transfert, du catalyseu®mdbs de premiere génération dissous dans
du dichlorométhane dégaze, I'ensemble est por&flaxrpendant au moins 6 heures puis
évaporé a concentration réduite avant purification.

(E,2)-1,4-di-(2’,3",4’,6'-tétra-O-benzoyl-3-D-galactopyranosyloxy)-but-2-
ene (12)

OB%) OBZOBz
OCH,CH=CHCH 0O O
BzO By OBz

Le composél2 a été obtenu en suivant la procédure général@elécdessus en partant de
218 mg de dérivé O-allyliqué (0,34 mmol) dissous dans 2 mL de dichlorométhanenet
ajoutant 15 mg de catalyseur de Grubbs (10,5% mglaidissous dans 1 mL de
dichlorométhane. Aprés purification sur plaquespparéatives de gel de silice (éluant:
cyclohexane/AcOEt — 6/4), le compos2 est isolé avec un rendement de 83% (176 mg —
E/Z = 4/1).

Caractérisation :

Rf = 0,30 (cyclohexane/AcOEt - 6/4)

IR : v cm?: 3063 VcH aromay) ; 2966 Uch sucrd ; 1729 Vc=0 ester ) 1584, 1452 \(c=c aroma)) ;
1267 Yc-o0 este)

RMN *H (Tableau II-6)

RMN *3C (Tableau II-8)

Masse (Tableau 11-9)
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(E,2)-1,4-di-(2',3',4’,6'-tétra-O-benzoyl-3-D-glucopyranosyloxy)-but-2-éne
(13)

OBz

BZ©MOCHZCH=CHCHZOmOBZ

Bz OBz
OBz

Le composél3 a été obtenu en suivant la procédure général@a@bus avant en partant de
260 mg de dérivé O-allyliqu8 (0,41 mmol) dissous dans 2 mL de dichlorométhanenet
ajoutant 20 mg de catalyseur de Grubbs (12% molatissous dans 2 mL de
dichlorométhane. Aprés purification sur plaquesppratives de gel de silice (éluant:
cyclohexane/AcOEt — 6/4), il est isolé avec un emnednt de 87% (222,5 mg - E/Z = 3/1).

Caractérisation :

Rf = 0,31 (cyclohexane/AcOEt - 6/4)

IR : v cmi*: 3057 Uc aromad 5 2958 Uck sucrd ; 1728 0c=0 ester 1584, 1448\(c=c aroma) ;
1262 c.0 este}

RMN *H (Tableau II-6)

RMN *3C (Tableau II-8)

Masse (Tableau 11-9)
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(E,2)-1,4-di-(2’,3",4’,6'-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyloxy)-but-2-éne
(14)

ACQ A oaPAC

Q AcO

O
AcO Ohe OAC

CH,CH=CHCH,,

Le composél4 a été obtenu en suivant la procédure général@al@bus avant en partant de
600 mg de dérivé O-allyliqu@ (1,545 mmol) dissous dans 7 mL de dichlorométhdrene

ajoutant 65 mg de catalyseur de Grubbs (11% molatissous dans 3 mL de
dichlorométhane. Apres purification sur colonnesdiee (gradient d’élution : EP/AcOEt —
7/3 a 5/5), le composk! est isolé avec un rendement de 83% (480 mg - BA ¥

Caractérisation :

Rf = 0,21 (cyclohexane/AcOEt —4/6)

IR :v em™: 2973 Ve sucrd ; 1749 Vc=0 ester§ 1228 Pc-0 este)
RMN H (Tableau II-6)

RMN *3C (Tableau II-8)

Masse (Tableau 11-9)
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(E,2)-1,4-di-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyloxy)-but-2-ene
(15)

OAc

ACO(W/OCHZCWCHCH Zomom
Ac

AcC OAc

Le composél5 a été obtenu en suivant la procédure géenéral@a@bus avant en partant de
892 mg de Tlallyl 2,3,4,6-tétra-O-acétfgtD-glucopyranoside commercial (2,30 mmol)
préalablement purifié sur colonne de gel de sil@eant : cyclohexane/AcOEt — 6/4) dissous
dans 10 mL de dichlorométhane et en ajoutant 108ergatalyseur de Grubbs (11% molaire)
dissous dans 5 mL de dichlorométhane. Apres patifio sur colonne de gel de silice
(gradient d’élution : cyclohexane/AcOEt — 7/3 a)b/Ee composél5 est isolé avec un
rendement de 80% (688 mg - E/Z = 3/1).

Caractérisation :

Rf = 0,36 (cyclohexane/AcOEt — 3/7)

IR :v em™: 2943 Uc sucrd ; 1756 Vc=0 ester§ 1227 Pc-0 este)

RMN *H (Tableau II-7)

RMN *3C (Tableau I1-8)

Masse (Tableau 11-9)
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(E,2)-1,4-di-(2’,3",4’,6'-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyl)-but-2-ene (16)

OAcC
OACOACO OAC

ACO A hefo OAC
“CH,CH=CHCH,

Le composél6 a été obtenu en suivant la procédure géenéral@a@bus avant en partant de
629 mg de dérivé C-allyliqu&0 (1,69 mmol) dissous dans 7 mL de dichlorométhanenet
ajoutant 80 mg de catalyseur de Grubbs (11% molathssous dans 4 mL de
dichlorométhane. Aprés purification sur colonne gilice (éluant: EP/ACOEt — 6/4), le

composélL6 est isolé avec un rendement de 72% (178 mg - A%

Caractérisation :

Rf = 0,28 (toluene/AcOEt — 4/3)

IR :v emi® : 2958 Uch sucrd ; 1746 Vc=0 ester§ 1224 0c-0 este)
RMN H (Tableau II-7)

RMN *3C (Tableau I1-8)

Masse (Tableau 11-9)
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(E,2)-1,4-di-(2’,3",4’,6'-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-but-2-ene (17)

OAcO OAcC

AcO AcO OAcC
ACO A © OAcC
“CH,CH=CHCH

Le composél7 a été obtenu en suivant la procédure généraletelgdus avant en partant de
267 mg de dérivé C-allyliqugl (0,72 mmol) dissous dans 3 mL de dichlorométhanenet
ajoutant 33 mg de catalyseur de Grubbs (11% molatissous dans 2 mL de
dichlorométhane. Aprés purification sur colonne giéce (éluant: EP/ACOEt — 6/4), le
composél7 est isolé avec un rendement de 87% (223 mg Efdétérminé).

Caractérisation :

Rf = 0,42 (toluene/AcOEt — 3/7)

IR :v cm?: 2950 Vch sucrd ; 1746 Yc=0ester} 1224 Pc-0 este)

RMN *H (Tableau II-7)

RMN *3C (Tableau II-8)

Masse (Tableau 11-9)
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Numérotation adoptée pour les porphyrines

Positionsa-pyrroliques
1,4,6,9,11, 14, 16, 19
Positiong3-pyrroliques
2,3,7,8,12,13,17,18
PositiongVleso:

5, 10, 15, 20

5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tritolylporphyrine (18a)

OH

H4C O O

=

HsC CH3

Dans un bicol surmonté d’'un réfrigérant et d’'unedgaa chlorure de calcium, 6 mL de
paratolualdéhyde (51 mmol ; 3 éq.) et 2,08 g de 4-hydoenzaldéhyde (17 mmol ; 1 €q.)
sont dissous dans 200 mL d’acide propanoique. LUarmgé est porté a reflux sous agitation
pendant 15 minutes puis 4,7 mL de pyrrole fraicherdestillé (68 mmol ; 4 €g.) sont ajoutés
goutte a goutte a I'aide d’une seringue. L’ensenastemaintenu a reflux pendant une heure a
I'abri de la lumiere. Le chauffage est alors arr@a laisse le mélange revenir a température
ambiante puis on le place a 4°C pendant 24 heLessporphyrines cristallisées sont filtrées
sur blchner et rincées abondamment a I'éthanollaladim d’éliminer I'acide propanoique.
On obtient ainsi 1,321 g de cristaux violets cdné8 essentiellement du composé
monohydroxylél8a et de la tétratolylporphyrine gHTP). Le mélange brut est adsorbé sur
Florisil® et séparé sur colonne de silice en utilisant comgnadient d’éluants :

chloroforme/EP. On isole ainsi la porphyrine désmgec un rendement de 7% (243 mg).
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Caractérisation :

Rf = 0,33 (CHCI,)

UV-Visible (CHCl,) : A nm Ex10% : 418 (363); 516 (13,5); 552 (7,4); 592 (4,0)
648 (4,3)

RMN 'H (60 MHz, CDCH): &(ppm) = 8,80 (s, 8H, Bhy); 8,10 (d, 6H, J = 7,2 Hz,
Hz6t01) ; 8,10 (d, 2H, J = 7,2 Hz, Ha) ; 7,50 ( d, 6H, J = 7,2 Hz,3d) ; 7,10 (d, 2H,
J=7,2Hz, Hsa) ; 2,70 (s, 9H, Chlol) ; -2,70 ( g, 2H, NH)

SM (SIMS) m/z 673,6 (M + B
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5-(4-allyloxyphényl)-10,15,20-tritolylporphyrine (19a)

lab 2 3ab
OCH,CH=CH,

=

Voie A :

65 mg de compos#8a (0,10 mmol ; 1 éq.) sont dissous dans 8,4 mL deFlavihydre et
introduits dans un bicol de 25 mL surmonté d’umigérant muni d’une garde a chlorure de
calcium. On ajoute alors 267 mg de carbonate daspitm sec (1,93 mmol ; 20 éq.) et 85

de bromure d’allyle (0,98 mmol ; 10,1 éq.). L'ensdenest porté a 70°C pendant 3 heures 30
puis a température ambiante pendant 12 heuressAgaporation du DMF sous pression
réduite, on procede a une extraction par 60 mLhileraforme. La phase organique est lavée
a I'eau (450 mL), séchée sur sulfate de magnésium, filtréévaporée. Apres purification
sur plaques préparatives de gel de silice (GHBDH — 99/1), on obtient le composé désiré
avec un rendement de 76% (53 mg).

Voie B :

Ce composé est synthétisé selon la méme méthode lejueomposé18a le 4-
hydroxybenzaldéhyde étant remplacé par le 4-alijdenzaldéhyde. 4mL de
paratolualdéhyde (33,92 mmol ; 3,1 éq.), 1,8 mL delgl@aybenzaldéhyde (10,94 mmol ; 1
€g.) et 3,2 mL de pyrrole (46,12 mmol ; 4,2 éqg9sdus dans 150 mL d’acide propanoique
sont utilisés dans ce cas et la réaction, arrgdéesa heures a 130°C. Le brut obtenu est
adsorbé sur Floriil afin de procéder a une purification sur colonnesiliee en utilisant
comme systeme d’élution CHZEP — 5/5. Une seconde purification sur plaquepaedives

de gel de silice est parfois nécessaire (toluéne/BR). Le produit étant métallé par du zinc,
on opere une étape de démétallation par une ewrma@HCE/HCI concentré. La phase
organique est neutralisée, lavée plusieurs foigau] séchée, filtrée et le compdk#a est

alors isolé avec un rendement de 6 a 7% (549 mg).
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Caractérisation :

Rf = 0,44 (toluene/EP — 7/3)

UV-Visible (CH,Cly) : A nm €x107) : 420 (433,0) ; 517 (15,3) ; 553 (8,8) ; 592 J4,548
(4,7)

RMN 'H (400,13 MHz, CDG)) : & (ppm) = 8,85 (S, 8H, Bhy) ; 8,09 (d, 6H, J = 7,8 Hz,
Ha6t01) ; 8,09 (d, 2H, J = 8,5 Hz, 4da) ; 7,54 (d, 6H, J = 7,8 Hz,35) ; 7,28 ( d, 2H,
J =8,5Hz, Hsa) ; 6,26 (ddt, 1H, = 5,3 Hz, 3= 10,4 Hz, = 17,2 Hz, H) ; 5,61 (ddt, 1H,
b =15Hz, d=17,3 Hz, H,) ; 5,44 (ddt, 1H, J= 1,0 Hz, = 10,4 Hz, H,) ; 4,82 (dd, 2H,
J=1,2Hz,d=52Hz, Hap ; 2,70 (s, 9H, Chlo) ; -2,76 ( 8, 2H, NH)

RMN **C : & (ppm) = 158,3 (Gar) ; 150,3-150,5 (Gpyr) ; 139,3-139,9 (Gor) ; 137,1-137,3
(Cator) ; 135,4-135,6 (&sar) ; 134,8 (Gar) ; 134,4-134,5 (€eta1) ; 133,4 (Q) ; 131,9 (Gpyr) ;
127,3-127,4 (€st01) ; 121,1 (Gsmesd ; 120,1 (Go,20mesd ; 119,7 (Gmesd ; 118,0 (G) ; 112,8-
112,9 (Gsar) ; 69,1 (G) ; 21,5 (Me tolyle)

SM (MALDI) m/z 713,37 (M + H)

-143-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

5-(2-allyloxyphényl)-10,15,20-tritolylporphyrine (19b)

H4C O O

lap 2 3a,b
O CH2C H:CHZ

=

H5C CH3

Ce composé est synthétisé selon la méme méthode lejueomposé18a le 4-
hydroxybenzaldéhyde étant remplacé par le 2-aljjdexzaldéhyde. 4mL de
paratolualdéhyde (33,92 mmol ; 3,1 éq.), 1,7 mL delglaybenzaldéhyde (11,31 mmol ; 1
€g.) et 3,1 mL de pyrrole (46,12 mmol ; 4,2 éqg9sdus dans 150 mL d’acide propanoique
sont utilisés dans ce cas et la réaction, arrgiges@ heures a 130°C. La fraction du produit
ayant recristallisé est récupérée suivant la pureédisuelle. Cependant, dans le cas du
composél9b, une grande quantité de produit reste dans tatfilafin de séparer celui-ci des
goudrons issus de la copolymérisation du pyrrofaatiter ainsi la purification ultérieure sur
colonne, on ajoute de I'eau bidistillée et 'enséardst placé a +4°C pendant une journée. Le
précipité obtenu aprés filtration est alors adsosbé Florisif afin de procéder & une
purification sur colonne de silice en utilisant comsysteme d’élution CHEEP — 6/4. Une
seconde purification sur plaques préparatives tdaysilice est ensuite effectuée (CHEP

— 6/4). Le produit étant métallé, on opéere une etdp démétallation par une extraction
CHCI3/HCI concentré. La phase organique est neutrabsde composd9b est alors isolé

avec un rendement de 3% (235 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,33 (CHCYEP — 6/4)

UV-Visible (CHCl,) : A nm €x10%) : 419 (550,9) ; 515 (17,4) ; 550 (10,8) ; 5918]5,
646 (4,0)

RMN 'H (400,13 MHz, CDGJ) : & (ppm) = 8,84 (s, Byyr) ; 8,83 (d, J = 4,7 Hz, Bjyr) ; 8,79
(d, 3 =4,7 Hz, Byy) ; 8,11 (d, J = 7,6 Hz, He) ; 8,08 (&, J = 7,3 Hz, He) ; 8,01 (dd,
1H, 3 =15Hz, Jd=7,3Hz, Hy); 7,73 (dt, 1H, J= 1,6 Hz, J= 8,4 Hz, Hy) ; 7,54 ( d, 6H,
J=7,7Hz, Bs); 7,35 (dt, 1H, J=0,5Hz, d=7,6 Hz, Hy) ; 7,31 (d, J = 8,4 Hz, K,,) ;

5,41 (ddt, 1H, J= 5,1 Hz, 4= 10,5 Hz, d=17,0 Hz, H) ; 4,63 (d¢,, 1H, 3 = 1,5 Hz, =
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9,1 Hz, By ; 4,61 (ddt, 1H,J= 1,6 Hz, 4= 17,2 Hz, Hy) ; 4,39 (dd, 2H,J= 1,5 Hz, d =
4,8 Hz, Hap ; 2,69 (s, 9H, CHlai) ; -2,73 (8, 2H, NH)

RMN **C : & (ppm) = 158,3 (@) ; 150,0-150,5 (Gyr) ; 139,3-139,4 (Go1) ; 137,0-137,2
(Caol) ; 135,8 (Gar) ; 134,4-134,5 (€eto) ; 133,0 (G) ; 131,4-131,8 (Gpyr) ; 132,1 (Gar) ;
129,6 (Gar) ; 127,2-127,4 (&s5t01) ; 120,2 (Gomesd ; 119,8 (Gs20mesd ; 115,8 (Gmesg ; 116,5
(Ca) 5 119,7 (Gar) ; 112,7 (Gar) ; 69,1 (G) ; 21,5 (Me tolyle)

SM (MALDI) m/z 713,19 (M + H)
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Procédure générale de synthese des glycosyl arylpbyrines éthyléniques

Les porphyrines O-allyligued9a,b et le précurseur glucidique sont dissous dans du
dichlorométhane préalablement dégazé par barbataggon puis introduits dans un bicol
surmonté d’'un réfrigérant. L’'ensemble est placéssagitation magnétique sous atmosphere
d’argon et porté a 40°C. On ajoute alors le catlysde Grubbs dissous dans du
dichlorométhane a l'aide d’'une canne de transfedndaisse le mélange a cette température
jusqu’a ce gqu'’il N’y ait plus d’évolution. On prade par la suite a une purification sur plaques
préparatives de gel de silice en utilisant I'éluapproprié a chaque porphyrine synthétisée.
Une procédure de démétallation par une extractiofCIgHCI concentré est parfois
nécessaire (présence d'une bande rose sous leitpsoduCCM). La phase organique est
ensuite neutralisée, lavée plusieurs fois a I'saahée, filtrée et évaporée.
5-[4-{4-(2',3,4’,6'-tétra-O-benzoyl-B-D-galactopyranosyloxy)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (20a)

OH H B BZ
o S
O 2 OBz

SRl

HLC CHs

Ce composé a été synthétisé en suivant la procéphmérale décrite ci-dessus. 28 mg de
porphyrine allyliquel9a (0,04 mmol ; 1ég.) et 138 mg de dimeére glucidig@€0,11 mmol ;

2,8 éq.) dissous dans 3 mL de dichlorométhane éégaizété mis en présence de 17 mg de
catalyseur de Grubbs dé€™génération (51% molaire) dissous dans 2 mL. Océute & une
premiere purification sur plaques préparatives dedg silice en utilisant comme éluant,
cyclohexane/AcOEt — 92/28. La fraction récupérésanit pas totalement pure, une nouvelle
purification est opérée dans du cyclohexane/AcOBY2-(deux fois). On obtient ainsi le
compose attendu avec un rendement de 55% (29 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,53 (toluene/AcOEt — 9/1)
UV-visible (Tableau I11-5)

RMN *H (Tableau I11-9)

RMN *3C (Tableau I11-14)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[4-{4-(2’,3',4",6'-tetra-O-benzoyl--D-glucopyranosyloxy)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (21a)

O-H 2C\ OBz

H
7
C=C Bz OB
HsC O O S ch, 0o

OBz

=

H4C CHs

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépiurérale décrite plus avant. 29 mg de
porphyrine allyliquel9a (0,04 mmol ; 1éq.) et 203 mg de dimere glucidi$@¢0,16 mmol ;

4 éq.) dissous dans 4 mL de dichlorométhane dégaizété mis en présence de 10 mg de
catalyseur de Grubbs d&™ génération (29% molaire) dissous dans 2 mL. Apti#ication

sur plaques préparatives de gel de silice dansydiwhexane/AcOEt — 8/2 (deux fois), on

obtient le composé attendu avec un rendement de(88% mg).

Caractérisation :

Rf = 0,63 (toluene/acétone — 9/1)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN *H (Tableau I11-9)

RMN *3C (Tableau I11-14)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[2-{4-(2’,3',4’,6'-tétra-O-acétyl-B-D-glucopyranosyloxy)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (21b)

HsC O O

SRR

H4C CH3

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépurérale décrite plus avant. 37 mg de
porphyrine allyliquel9b (0,05 mmol ; 1éq.) et 100 mg de dimére glucidifg€¢0,13 mmol ;

2,6 €q.) dissous dans 4 mL de dichlorométhane éégaizété mis en présence de 17 mg de
catalyseur de Grubbs dé™ génération (37% molaire) dissous dans 2 mL. Urmenjgre
purification sur plaques préparatives de gel dees{eluant : toluéne/AcOEt — 4/3) permet de
séparer en deux fractions les différents prodwitplpyriniques, la fraction qui nous intéresse
étant celle qui migre le moins puis on procede a woouvelle purification sur plaques
préparatives de gel de silice avec cyclohexane/AcOB/4 afin de séparer les différents
produits contenus dans cette fraction ainsi quedi&svés glucidiques (le compos¥b
correspond a la bande majoritaire qui migre le ®oirenfin, une derniére purification
effectuée dans le méme éluant s’est révelée némegha fait de la présence persistante
d’'impuretés a I'état de traces. On obtient alorsdeposé attendu avec un rendement de 18%
(10 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,25 (cyclohexane/AcOEt - 6/4)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN *H (Tableau I11-11)

RMN *3C (Tableau IlI-15)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[4-{4-(2’,3',4",6’-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyloxy)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (22a)

OAc
ACO OAC
° OAc
H, ,CH,
,C=C
O-H,C H

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépiurérale décrite plus avant. 35 mg de
porphyrine allyliquel9a (0,05 mmol ; 1éq.) et 95,5 mg de dimere glucidijd€0,13 mmol ;

2,6 ég.) dissous dans 4 mL de dichlorométhane éégaizété mis en présence de 14 mg de
catalyseur de Grubbs dé€™ génération (34% molaire) dissous dans 2 mL. Océute & une
premiere purification sur colonne afin de sépaes tlérivés glucidiques du produit de
réaction (éluant : cyclohexane/AcOEt — 7/3). Deuxifications supplémentaires sur plaques
préparatives de gel de silice dans du cyclohexai®@i — 1/1 ont été nécessaires pour

obtenir le compos22aavec un rendement de 25% (13 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,41 (cyclohexane/AcOEt — 1/1)
UV-visible (Tableau I11-5)

RMN H (Tableau I11-10)

RMN *3C (Tableau I1I-15)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[2-{4-(2’,3',4",6’-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyloxy)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (22b)

OAc
QAc
A
H3C OAc
O O H_CH,0
d :C\
O’Hzc H

=

HsC CH3

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépumérale décrite plus avant. 41 mg de
porphyrine allyliquel9b (0,06 mmol ; 1éq.) et 108 mg de dimére glucidigd€0,14 mmol ;

2,5 éq.) dissous dans 4 mL de dichlorométhane éégaizété mis en présence de 21,5 mg de
catalyseur de Grubbs dé€™ génération (44% molaire) dissous dans 2 mL. Océute & une
premiere purification sur colonne afin de sépaes tlérivés glucidiques du produit de
réaction (gradient d’élution: cyclohexane/AcOEt &2 a 7/3). Deux purifications
supplémentaires sur plagues préparatives de gsilide dans du cyclohexane/AcOEt — 1/1
puis 3/2 ont été nécessaires pour obtenir le coép@b avec un rendement de 19%
(12 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,44 (cyclohexane/AcOEt — 1/1)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN *H (Tableau 111-10)

RMN *3C (Tableau IlI-15)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[4-{4-(2’,3',4",6’-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyl)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (23a)

H4C CHj

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépiurérale décrite plus avant. 26 mg de
porphyrine allyliquel9a (0,04 mmol ; 1éqg.) et 149 mg de dimeére glucidig6€0,21 mmol ;

5,8 ég.) dissous dans 4 mL de dichlorométhane éégaizété mis en présence de 10 mg de
catalyseur de Grubbs dé”‘?génération (32% molaire) dissous dans 2mL. Un ebajout de
catalyseur est opéré apres 5 heures de réactiomg(® 30% molaire). Une premiere
purification sur plaques préparatives de gel deesést opérée en utilisant comme éluant du
chloroforme dans lequel on ajoute quelques goutftéthanol puis I'on procéde a une
deuxiéme purification afin de séparer le produitpiécurseur glucidiqgue n’ayant pas réagi
(toluene/AcOEt — 6/4). On obtient ainsi le comp@a3aavec un rendement de 64% (24 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,40 (toluene/MeOH — 95/5)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN H (Tableau I11-10)

RMN *3C (Tableau I11-14)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[2-{4-(2’,3',4",6’-tétra-O-acétyl-a-D-galactopyranosyl)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (23b)

OAc

HsC O o
OAc
O H\ —_ H2

HsC CH3

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépiurérale décrite plus avant. 17 mg de
porphyrine allyliquel9b (0,02 mmol ; 1éq.) et 144 mg de dimére glucidiga€¢0,20 mmol ;

8,4 éq.) dissous dans 3,5 mL de dichlorométhanaz#égnt été mis en présence de 14 mg de
catalyseur de Grubbs dé™ génération (68% molaire) dissous dans 2mL. Unenjgre
purification sur plaques préparatives de gel deesést opérée en utilisant comme éluant du
toluene/AcOEt — 4/3 puis lI'on procede a deux pcaifions supplémentaires rendues
nécessaires par la présence d'impuretés a I'étatades dans toluene/MeOH — 95/5. On

obtient, ainsi, le compos3b avec un rendement de 58% (15 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,51 (toluene/MeOH — 95/5)
UV-visible (Tableau llI-5)

RMN H (Tableau I11-10)

RMN *3C (Tableau IlI-15)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[4-{4-(2’,3',4",6'-tetra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (24a)

OAc
AC o OAc
H H OAC
>c=c{?
O’ H zc H

H3C CH3

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépiurérale décrite plus avant. 29 mg de
porphyrine allyliquel9a (0,04 mmol ; 1ég.) et 168 mg de dimere glucididd€0,23 mmol ;
5,7 éq.) dissous dans 4 mL de dichlorométhane éégazété mis en présence de 9 mg de
catalyseur de Grubbs dé™ génération (26% molaire) dissous dans 2mL. Apt&Higation
sur plagues préparatives de gel de silice enanilisomme éluant du toluéne/AcOEt — 4/3, le

compos&4aest isolé avec un rendement de 81% (35 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,40 (toluene/MeOH — 95/5)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN 'H (Tableau I11-11)

RMN *3C (Tableau I11-14)

SM (Tableau IlI-7)
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5-[2-{4-(2’,3',4",6’-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-(E)-but-2-
énoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (24b)

OAc

Ac
HaC O WOAC
OAc
O Uit

O—H,C™ H

SRR

HsC CH3

Ce composé a été synthétisé en suivant la procépiurérale décrite plus avant. 17 mg de
porphyrine allyliquel9b (0,02 mmol ; 1éq.) et 186 mg de dimére glucidiq@d€0,24 mmol ;
10,8 éq.) dissous dans 3,5 mL de dichlorométhagaz#éont été mis en présence de 13,5 mg
de catalyseur de Grubbs d&"2génération (66% molaire) dissous dans 2mL. Unenjére
purification sur plaques préparatives de gel deesést opérée en utilisant comme éluant du
toluene/AcOEt — 4/3 puis lI'on procede a deux pcaifions supplémentaires rendues
nécessaires par la présence d’'impuretés a I'étatages, dans toluene/MeOH — 95/5. Le

compos&4b est alors isolé avec un rendement de 38% (10 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,54 (toluene/MeOH — 95/5)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN H (Tableau I11-11)

RMN *3C (Tableau IlI-15)

SM (Tableau IlI-7)
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Procédure générale de dihydroxylation

L’AD-mix B commercial et le méthanesulfonamide sont ajoutéa anélange constitué de
tertiobutanol et d’eau dans des proportions 1/1. L'ensenglst laissé sous agitation de
30 minutes a une heure jusqu'a ce que deux phasestes apparaissent. Le ballon est alors
plongé dans un bain de glace puis apres précipitadies sels, on ajoute la porphyrine
glycosylée dissoute dans de I'oxydetdmutyle et de méthyle. Le mélange est laissé dans u
bain de glace, dans un premier temps puis a tegpérambiante jusqu’a ce qu’il n’y ait plus
d’évolution. On ajoute alors du sulfite de sodiunajgres 1 a 2 heures d’agitation, on procede
a une extraction avec du dichlorométhane. La pbaganique est lavée a I'eau, séchée sur
MgSQ,, filtrée et évaporée. Le brut obtenu est soit é8dé avant purification, soit
directement purifié sur plaques préparatives delgdilice dans un éluant approprié.
5-[4-{4-(2’,3,4’,6'-tétra-O-benzoyl-B-D-galactopyranosyloxy)-(R,R)-2,3-
dihydroxybutanoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrin e (25a)

OBz

(I)H (I)H Bz OBz
O-H ZC—CH—CH—CHzom

OBz

Le compos&5aa été synthétisé en suivant la procédure géndéaléte ci-dessus. 868,5 mg
d’AD-mix B et 4,2 mg de méthylsulfonamide sont introduitssdam ballon contenant 6,2 mL
d’'un mélangeertiobutanol/HO — 1/1. Aprés précipitation, 15 mg de comp@éa dissous
dans 3,8 mL d’oxyde debutyle et de méthyle (1x103 mol.L") sont ajoutés et I'ensemble,
laissé sous agitation a froid puis a températurbiame pendant 18 heures. La réaction est
alors arrétée par ajout de 965 mg de sulfite déusndApres traitement et purification sur
plaques préparatives de gel de silice (toluéne/AcO®4), le composEbaest récupéré avec
un rendement de 68% (10 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,53 (toluene/AcOEt — 4/3)
UV-visible (Tableau 1l1-5)

RMN *H (Tableau I11-9)

RMN *3C (Tableau I11-14)

SM (Tableau IlI-7)

-155-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

5-[4-{4-(2',3",4',6™-tétra-O-benzoyl-B-D-glucopyranosyloxy)-(R,R)-2,3-
dihydroxybutanoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrin e (26a)

OH OH BzO-2B2
O-H,C—~CH-CH—CH omOBZ
2 2 OBz

O
=0

HsC CHs

Le compos&6aa été synthétisé en suivant la procédure génééalate plus avant. 868 mg
d’AD-mix B et 3,5 mg de méthylsulfonamide sont introduitssdam ballon contenant 6,2 mL
d’'un mélangedertiobutanol/BO — 1/1. Aprés précipitation, 7,5 mg de compasa dissous
dans 3,8 mL d'oxyde debutyle et de méthyle (5510 mol.L'™Y) sont ajoutés et I'ensemble,
laissé sous agitation a froid puis a températurbiame pendant 18 heures. La réaction est
alors arrétée par ajout de 960 mg de sulfite déusndApres traitement et purification sur
plaques préparatives de gel de silice (toluéne/AcOHE3), le composE6aest récupéré avec

un rendement de 47% (3,6 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,50 (toluene/AcOEt — 4/3)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

SM (Tableau IlI-8)

-156-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

5-[4-{4-(2",3",4’,6’-tétra-O-aceétyl-a-D-galactopyranosyl)-(R,R)-2,3-
dihydroxybutanoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrin e (27a)

OAc OAc

AcO
HO OH o

I I OAc
O-H,C—CH-CH—CH,

SRl

H3C CH3

Le composé&@7aa été synthétisé en suivant la procédure géndéalete plus avant. 436 mg
d’AD-mix B et 5 mg de méthylsulfonamide sont introduits dansballon contenant 3 mL
d’'un mélangedertiobutanol/HBO — 1/1. Aprés précipitation, 8,0 mg de comp@8a dissous
dans 2 mL d’oxyde débutyle et de méthyle (1x80° mol.L™") sont ajoutés et I'ensemble,
laissé sous agitation a froid puis a températurbiame pendant 18 heures. La réaction est
alors arrétée par ajout de 385 mg de sulfite déusndAprés traitement et évaporation, on
procéde a une purification sur plaques préparatieegel de silice (toluene/AcOEt — 4/3). Le

compos&7aest réecupéré avec un rendement de 42% (3,5 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,29 (toluene/AcOEt — 4/3)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

SM (Tableau IlI-8)
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5-[4-{4-(2',3",4’,6’-tétra-O-aceétyl-a-D-glucopyranosyl)-(R,R)-2,3-
diacetoxybutanoxy}phényl]10,15,20-tritolylporphyrine (28a)

AcO ¢
0O OAc
CI)AC CI)AC ImOAc

O-H,C—CH=CH—CH,

Le compos@&8aa été synthétisé en suivant la procédure génééaléte plus avant. 868,5 mg
d’AD-mix B et 4,5 mg de méthylsulfonamide sont introduitssdam ballon contenant 6,2 mL
d’'un mélangegertiobutanol/BO — 1/1. Apres précipitation, 18,5 mg de compd4éa dissous
dans 4,8 mL d'oxyde debutyle et de méthyle (A0 mol.L'™Y) sont ajoutés et I'ensemble,
laissé sous agitation a froid puis a températurbiame pendant 18 heures. La réaction est
alors arrétée par ajout de 960 mg de sulfite déusndAprés traitement et évaporation, on
procede a une réacétylation du brut obtenu en peésge 0,02 mL de pyridine (0,315 mmol ;
18 éqg.) et de 0,03 mL danhydride acétique (0,31mohn 18 €q.) pendant la nuit a
température ambiante. Le mélange est alors vere8 da bain de glace, extrait au
chloroforme, neutralisé avec 5 mL d’'une solutiotusze de NaHC®) lavé a I'eau, séché sur
MgSO4, filtré et évaporé. Apres purification suraguies préparatives de gel de silice
(toluene/AcOEt — 60/40), le compod@aest recupéré avec un rendement de 49% (10,1 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,43 (toluene/AcOEt — 4/3)
UV-visible (Tableau 1lI-5)

RMN 'H (Tableau I11-11)

RMN *3C (Tableau I11-14)

SM (Tableau IlI-7)
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Procédure générale de déprotection des arylporphymies

La porphyrine glycosylée est dissoute dans un mgélagichlorométhane/méthanol — 7/3
auquel on ajoute une solution & 0,5 mdlde méthanolate de sodium dans le méthanol &
raison de 1 €qg. par groupement protecteur poucdesposéperacétylés et de 1,2 éq. par
groupement protecteur dans le cas des dénpefisenzoylés. L'ensemble est laissé sous
agitation a température ambiante pendant au maiasheure. La porphyrine déprotégée est
précipitée dans de I'éther de pétrole et le mélasjalors filtré. Le produit est récupéré par
dissolution dans un mélange THERM— 95/5 ou 8/2. Une purification ultérieure suloome

phase inverse s’est réveélée nécessaire dans sectarafin d’isoler le composé déprotége.

5-[4-(43-D-galactopyranosyloxy-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,120-
tritolylporphyrine (29a)

OH
O-HC _H OH
C=C HO
HsC O O H” \CHzom\

SRR

HsC CH3

Apres réaction de 9 mg de comp@ia (0,007 mmol ; 1€q.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décrite gptant, on récupére le comp@8a avec

un rendement de 94% (6 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,54 (CHCI,/MeOH — 4/1)
UV-visible (Tableau I11-6)

SM (Tableau I11-8)
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5-[4-(43-D-glucopyranosyloxy-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,15 -
tritolylporphyrine (30a)

O-HZC\C_C _H HO~H o
HsC O O Ho \CHZOmOH

= O

H3C CH3

Apres réaction de 14 mg de comp@4& (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1,5 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décrite plant, on récupére le comp@da avec

un rendement de 95% (9,1 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,40 (CHCI,/MeOH — 85/15)

UV-Visible (Tableau I11-6)

SM (Tableau IlI-8)

5-[2-(43-D-glucopyranosyloxy-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,15 @
tritolylporphyrine (30Db)

HaC O O

O-H,C_ OH

H
7~
= HO OH
1~ ch, 00

OH
H3C CH3

Apres réaction de 11 mg de comp@4® (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1,3 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décriw glant, on procéde a une purification sur
colonne phase inverse (Eluant : LH/CH,CI, — 6/4). Le compos&0b est isolé avec un
rendement de 30% (2,5 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,61 (CHCI,/MeOH — 4/1)
UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau I11-8)
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5-[4-(4-a-D-galactopyranosyloxy-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,120-
tritolylporphyrine (31a)

OH

OH
HO:
H\ /CH2

/C=C\
O-H,C H

SRR

HsC CHs

Apres réaction de 16,4 mg de comp22a (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décrit glant, le composgla est isolé avec un
rendement de 94% (13 mg).

Caractérisation :
Rf = 0,45 (CHCIl,/MeOH — 85/15)

UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau IlI-8)

5-[2-(4-a-D-galactopyranosyloxy-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,120-
tritolylporphyrine (31b)

OH

OH
HO
© OH
D H.  CHy
N\ /
c=C

N\

H3C O

S

H3C

/
O—H,C

Cl

CHs

H

Apres réaction de 11,5 mg de comp@gé (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décrite glant, le compos&lb est isolé avec un

rendement de 96% (9 mg).
Caractérisation :

Rf = 0,67 (CHCl,/MeOH — 85/15)

UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau IlI-8)
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5-[4-(4-a-D-galactopyranosyl-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,15,20
tritolylporphyrine (32a)

OH

OH
HO
O
H ‘ﬁ\j\ or
~ - 2
c=cZ
0-H,c”~ H

HaC O D

SR

HsC CHs

Apres réaction de 11 mg de comp@8a (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1,3 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décritegtant et purification sur colonne de silice
en phase inverse du brut dissous dans le minimuiiH#éH,O — 8/2 (Eluant : THF/KD —1/1

a 3/2), on récupeére le compd@&#aavec un rendement de 94 % (8,5 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,50 (CHCI,/MeOH — 4/1)
UV-visible (Tableau 1l1-6)
SM (Tableau IlI-8)

5-[2-(4-C-a-D-galactopyranosyl-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,15,20
tritolylporphyrine (32b)

HsC CHs;

Apres réaction de 17 mg de comp@8&b (0,02 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décrite plant, le compos&2b est isolé avec un
rendement de 80% (11 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,52 (CHCIl,/MeOH — 85/15)
UV-visible (Tableau 1l1-6)
SM (Tableau IlI-8)
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5-[4-(4-a-D-glucopyranosyl-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,15,20-
tritolylporphyrine (33a)

OH

HO
(AT,
OH

Ho _CH,

S AR

H4C CH3

Apres réaction de 13 mg de comp@da (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1,5 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décriteglant et purification sur colonne de silice
en phase inverse du brut dissous dans le minimuiiH#éH,O — 8/2 (Eluant : THF/KD —1/1

a 3/2), on récupere le comp@&Eaavec un rendement de 74 %(7,9 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,42 (CHCI,/MeOH - 85/15)
UV-visible (Tableau 1l1-6)
SM (Tableau I11-8)

5-[2-(4-C-a-D-glucopyranosyl-(E)-but-2-énoxy)phényl]10,15,20-
tritolylporphyrine (33b)

HO OH
H4C o) OH
C N Gl
>c=c{ 2
O'H 2C H
H4C CHs

Apres réaction de 12 mg de comp@géb (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décriwe glant, on récupére ainsi le comp886é
avec un rendement de 98% (10 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,51 (CHCI/MeOH — 85/15)
UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau IlI-8)
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5-[4-(43-D-galactopyranosyloxy-(R,R)-2,3-
dihydroxybutanoxy)phényl]10,15,20-tritolylporphyrin e (34a)

oH OH

OH OH o
O-HZC—éH—éH—CHzom
HaC @ O OH

_ |

SR

H4C CHj3

Apres réaction de 10 mg de comp@&& (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décrite plant, on récupére le comp@ka avec
un rendement de 94% (6,5 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,32 (CHCI,/MeOH — 85/15)
UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau I11-8)

5-[4-(43-D-glucopyranosyloxy-(R,R)-2,3-
dihydroxybutanoxy)phényl]10,15,20-tritolylporphyrin e (35a)

OH OH

OH
0-H,C—EH~EH—CH,0 /L OZOH

YO (3 o

=

\

SEagY

H5C CH3

Apres réaction de 2 mg de comp@&a (0,001 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange
de solvants selon la procédure générale décriegudant, on obtient le compo3Ba avec un
rendement de 99% (1,4 mg).

Caractérisation :

Rf = 0,44 (CHCI,/MeOH — 4/1)
UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau I11-8)
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5-[4-(4-a-D-galactopyranosyl-(R,R)-2,3-
dihydroxybutanoxy)phényl]10,15,20-tritolylporphyrin e (36a)

OH

OH
HO 5
OH OH OH
O-H,C—CH—CH—CH,
H3C @ Q

()

HsC

Cl

CHs

Apres réaction de 2 mg de comp@s@ (0,01 mmol ; 1€q.) dissous dans 1 mL du mélange de
solvants selon la procédure générale, le compbaést isolé avec un rendement de 99% (1,7
mgQ).

Caractérisation :

Rf = 0,19 (CHCI,/MeOH - 85/15)
UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau IlI-8)

5-[4-(4-a-D-glucopyranosyl-(R,R)-2,3-dihydroxybutanoxy)phényj10,15,20-
tritolylporphyrine (37a)

OH

O
()

HsC

HO
1) OH
OH OH mOH

O-H,C—CH—CH—

C

CH,

Apres réaction de 6 mg de comp@&a (0,01 mmol ; 1éq.) dissous dans 1 mL du mélange de
solvants selon la procédure générale décrite prastale compos&7a est isolé avec un

rendement de 85% (4 mg).
Caractérisation :

Rf = 0,60 (CHCI/MeOH - 4/1)
UV-visible (Tableau I11-6)
SM (Tableau I11-8)
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Procédure générale d’encapsulation des porphyrineans des liposomes

Premiere méthode :

4 mg de porphyrine déprotégée sont dissous dansinimum de THF et introduites dans un
bécher contenant 250 mg de Iécithine de soja. kEmide est laissé a I'air libre dans la cuve a
ultrasons jusqu’a évaporation compléte du solvatraenant la formation d’'un film puis 20
mL d’eau bidistillée sont ajoutés et I'ensemble,ndeiveau, laissé dans la cuve a ultrasons
jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de particules en seisgion. L'incorporation des porphyrines

glycosylées est vérifiee par microscopie électroeiq

Deuxiéme méthode :

50 mg de DL-dimyristoyl-phosphatidylcholine et 5 mg de cholestérol dissdass du
chloroforme sont introduits dans un ballon. On &gaalors 0,5 mg de porphyrine déprotégée
et on met I'ensemble a évaporer pendant 30 minuted. d’eau bidistillée sont alors
introduites et le ballon, placé dans la cuve aastins pendant au moins 30 minutes. La
solution obtenue est ensuite filtrée sur une menmillipore de 0,45um (5 fois) Les
échantillons sont alors placés a — 18°C et I'orcede a trois congélations-décongélations. On

procede enfin & une nouvelle filtration sur membpranillipore de 0,4%m.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé [@opremiere fois des porphyrines
glycosylées éthyléniques en procédant par métatbesex séries de porphyrines glycosylées
ont ainsi été élaborées. La premiére est constidtagmrphyrines O-glycosylées et la
deuxiéme série est composeée de porphyrines C-gl¢mss Ces dernieres se révelent
particulierement intéressantes en raison de lditudp a résister a I’hydrolyse enzymatique.
Nous avons appliqué une stratégie en deux étapesgiste, dans un premier temps, a
élaborer le précurseur glucidique sous sa formediue puis a faire réagir, par métathese,
cet homodimeére avec les porphyrines allyliques.Naons ensuite appliqué la réaction de
dihydroxylation asymétrique de Sharpless sur quidseporphyrines issues de ce travail dans
le but d’augmenter les propriétés amphiphiles desposés obtenus. Nous avons pu ainsi
vérifier que les conditions opératoires dans lebggisont effectuées ces réactions
n’entrainent pas de modification du macrocycle pgrmique. Ces nouvelles structures ont
été caractérisées, sous leur forme acétylée owpkeéez par spectrométrie de masse,
spectroscopie UV-Visible ainsi que par spectrose&VIN du proton et du carbone 13. Les
différents produits obtenus au cours de ce trardifait I'objet de tests biologiques sur deux
lignées cellulaires leucémiques K562 (voir en aehebune étant sensible, I'autre résistante a
la doxorubicine. Bien qu’étant Iégérement moin®tytiques que le Photoffiren I'absence
de lumiere, ils présentent, par ailleurs, une &gilototoxicité vis-a-vis des cellules testées.
Nous prévoyons de les tester sur d’autres souahesllliles cancéreuses avant de tirer des
conclusions quant a leur relative inactivité en PN®us envisageons, tout d’abord, dans la
continuité de ce travail, de réaliser la synthessembrphyrines glycosylées éthyléniques en
procédant par activation micro-ondes pour effeckadixation des unités glucidiques par
métathese. Cette procédure devrait permettre diaragles rendements, notamment, dans le
cas des porphyrines substituée®rho. Nous pensons également appliquer une stratégie
similaire en vue de I'élaboration de porphyringgcgkylées d’origine naturelle. En effet, ce
type de composeés, qui a déja fait I'objet d’étudass notre laboratoire, donne des résultats
encourageants pour une application en PDT. Enfus poojetons d’oxyder les porphyrines
glycosylées obtenues afin de les transformer eoriclels et autres dérivés qui présentent
I'avantage d’absorber beaucoup plus vers le rouge.
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GENERALITES SUR LESMICRO-ONDES

Dans le spectre des radiations électromagnétideesnicro-ondes se situent entre les
ondes radio (Rf) et les radiations infrarouge. Demuelgues années, leur utilisation en
chimie organique s’est développée et les publinatie sont multipliéésLa plupart d’entre
elles rapportent une amélioration notable du temipsréaction lorsque I'on procede, en
'absence de solvants, par voie micro-ondes plgt@ par chauffage classique. L'effet de
solvant est, de fait, un paramétre non négligeaitesi, si un solvant trop polaire est utilisé,
il va absorber les micro-ondes et géner l'activatites réactifs. Cette accélération des
réactions effectuées par voie micro-ondes réselte fait, des différentes interactions se
produisant entre les réactifs et les radiations €féets sont de deux ordres. D’'une part, on
observe un effet thermique que I'on peut aisémemintifier en mesurant la température.
D’autre part, un effet plus spécifique, que I'onupait qualifier d’'« effet micro-ondes »,

s’ajoute au précedent et permet de rendre compgtpltEnomenes expérimentaux observes.

L’effet thermique résulte des interactions dipoipéde entre des molécules polaires et
le champs électromagnétique (fig. A1l-1). En effet)s I'action d’'un champ magnétique créé
par un courant alternatif a tres haute fréquenes, rholécules polaires vont changer
d’orientation. Les frottements intermoléculairesi ge produisent a chaque fois que les
dipbles changent de sens vont alors générer urutfehrent du milieu. Un des avantages de
cet effet thermique induit par micro-ondes estlqermet un chauffage a cceur des matériaux

plus rapide et plus homogéne que celui produiuparhauffage classique.

O 8 10 0 o (0 8 0
D> o O 0O 0 @&6

+++ o+

Q

~ o~ e~~~

sans contrainte t " courant alternatif
chauffage classique courant continu de haute fréquence

Figure Al-1. Comportement des dipdles dans un chéegtrique.

! Perreux L., Loupy A Tetrahedron57, 9199-9223, 2001.
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L’effet « micro-ondes » n’est pas entierement @acaet ses origines sont, sans doute,
multiples. Il semble, cependant, étre lié¢ & ladtArrhenius k = Aexp(AG” /RT) et aux
modifications de chacun de ses termes. Ainsi, @aetion pour laquelle la différence de
polarité est faible entre I'état initial et I'étde transition et qui nécessite donc une faible
énergie d’activation XG”) bénéficiera d’un effet micro-ondes moindre qu’uréaction
présentant une forte différence et donc, ayantibebone plus forte énergie d’activation (fig.

Al-2). Il en résulte que les systemes réagissams pgntement seront plus sensibles a

I'activation par voie micro-ondes que les autres.

AG Reaction peu Reéaction pouvant étre
» favorisée par 4 favorisée par les micro-
les micro-ondes ondes par stahilisation de

1'état de transition polaire

AG™ petit AG” grand

. Avancement
2

Figure Al1-2. Influence des micro-ondes.
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TESTSBIOLOGIQUES
|.- CULTURE CELLULAIRE

|.1. - MODELES CELLULAIRES
La lignée cellulaire K562 provient d’'un clone deudémie myéloide humaine

multipotente, initialement décrite par Lozzio etllcoDes sous-clones résistants a la
doxorubicine ont été obtenus en cultivant la lignggrentale K562 en présence de
concentrations progressivement croissantes de ceicaméent. Les caractéristiques
pharmacologiques et moléculaires des lignées K5&bliés sont stables pendant de
nombreux repiquages réalisés en absence de dogimetbNous disposons ainsi de la lignée
parentale K562/S sensible a la doxorubicine aing glu variant K562/0,2R résistant
spécifiguement a 0,4g de doxorubicine par milieu de culture. Ces lign@eus ont été
fournies par le Pr. M.H. RATINAUD de I'Universitéed.imoges ( UMR CNRS 6101).

Figure A2-1. Chlorhydrate de doxorubicine.

I.2. CONDITIONS DE CULTURE

Les lignées cellulaires K562 sensibles et résisgasbnt cultivées en suspension dans
des flasques de 25 ému 75 cm (Nunc) contenant respectivement 10 et 30 mL déemil
synthétigue RPMI 1640 (Sigma). Le milieu RPMI 164§t complété avec 10% (v/v) de
sérum de veau feetal (Polylabo) préalablement dé&mmgmté 30 minutes a 56°C et avec 2
mmol.L'! de L-Glutamine (Sigma) (milieu RPMI 1640 compléts cultures cellulaires sont
mises en incubation a 37°C sous atmosphére satar&au et en présence de 5% de.CO
Lorsque la culture cellulaire atteint la phaseistetaire de croissance (environ 72 heures de
culture, 5x18 — 1@ ¢/mL), les cellules sont prélevées et lavées uigedans du RPMI 1640
par centrifugation (200 g, 5 minutes a 20°C). Lenptage et la viabilité cellulaire sont alors

! Lozzio C.B., Lozzio B.B.Blood, 45, 321-334, 1975.

2 Denis-Gray M., Petit J. M., Mazat J. P., RatinaudHM Biochem. Pharmacql56, 451-457, 1998.
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contrdlés par un test d’exclusion au Bleu Trypaigr(fa). Le colorant a 0.1% (p/v) dans de
I'eau distillée est ajouté a la suspension cellaldie nombre de cellules mortes (colorées en
bleu) par mL de milieu est alors déterminé par dawggp au microscope optique en contraste
de phase (NIKON TMS) sur une cellule de Malassezvblume de la suspension cellulaire
lavée est transféré dans du milieu de culture,handite a 37°C, afin d’ensemencer chaque
lignée & une concentration de 2,5xIkllules par mL de milieu de culture. Lors des
différentes analyses, le variant K562 résistantelivé en absence de doxorubicine pendant
au moins un mois afin d’éviter de prendre en congseeffets directs de ce médicament sur
les cellules. Un test de dépistage des mycoplasniiagde d’'un fluorochrome spécifique des
bases A-T contenues dans '’ADN de ces micro-orgaess(Hoechst 33342) est également
effectué systématiquement une fois par mois powteto les lignées. En effet, les
mycoplasmes contaminent frequemment les culturesetlales humaines et animales et
induisent des modifications au niveau cellulaire spnt parfois difficiles a caractériser et
peuvent fausser les résultats des tests. Lorsquet$nce de ces bactéries est diagnostiquée,
les cellules sont traitées papg/mL de culture de I'antibiotique (50y/mL) contenu dans le

kit "MRA" (ICN) pendant un seul passage.

|.3. CONGELATION-DECONGELATION DES CELLULES

En raison de nombreux repiquages, la constitutimiématique et réguliere d’'une
réserve des lignées cellulaires est le seul mogesedprotéger contre les accidents divers
(contamination, étuve a G@éficiente...). Cela permet ainsi I'obtention dduleb exemptes
de modifications, nhotamment au niveau génétiqus. dadlules a 48 heures de culture sont
prélevées, centrifugées (200 g pendant 5 minutdSG. Elles sont ensuite remises en
suspension dans du RPMI 1640 dans lequel on aéafl# de sérum de veau fcetal et 10%
de DMSO qui joue le rble de cryoprotecteur. Posrdellules résistantes, la préparation est
effectuée sans doxorubocine. La suspension esttiegians des cryotubes de 1,8 mL
contenant alors IGt. Les tubes sont placés dans une boite remppiecgi@nol et maintenus a
-80°C pendant 24 heures avant d’étre stockés dansouotainer d’azote liquide a -196°C.
Dans ces conditions, les cellules peuvent étre etgéss pendant plusieurs années. Si la
congélation doit étre progressive, I'étape de dgétation doit, en revanche, étre rapide pour
obtenir une viabilité cellulaire optimale. Ainsg tryotube est place, immédiatement apres sa
sortie de l'azote liquide, dans un bain-marie aC3jiisqu’a décongélation compléete de la
suspension cellulaire. Les cellules sont centriésg@00 g, 5 min & 25°C) afin d’éliminer le

DMSO puis remises en culture selon les conditioréalpblement décrites. Pour les lignées
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résistantes, la doxorubicine est ajoutée a la sisspe cellulaire a partir du second repiquage.

Les cellules ne sont utilisées pour les expériequépres deux semaines de culture.

|.4. CONDITIONS D’EXPOSITION A UN TRAITMENT PDT
Afin de réaliser le traitement photodynamique,deBules K562 sont mises en milieu

RPMI 1640 frais, dans des plaques de culture au$ p une densité de 500 000 ¢/mL. Le
photosensibilisateur est alors ajouté & une coratért de 210° mol.L* qui est la
concentration finale pour les tests de cytotoxieitéde photocytotoxicite. Pour les tests de
photocytoxicité, l'irradiation est réalisée par geubes fluorescents (2x30 W) sous légere
agitation pour éviter la sédimentation des celldess le fond des puits. La fluence est
mesurée a l'aide d'une cellule photoélectrique raudiune sphére d’intégration. Elle est de
100 Watts/r.

1. INCORPORATION DES PRODUITSDANSLES
LIPOSOMES

Il.1. GENERALITES

Comme nous l'avons vu précédemment, les liposomesdes vésicules comportant
une ou plusieurs membranes concentriques de cotigpolipidique analogue a la membrane
plasmique et a l'intérieur desquelles se trouvenbu plusieurs compartiments aqueux. Les
liposomes peuvent donc incorporer en leur seinidies des molécules hydrophiles que des
molécules hydrophobes. lls se révélent particuliem intéressants car ils font preuve d’'une
plus grande sélectivité pour les cellules tumorglésont plus perméables que pour les tissus
sains? lls présentent 'avantage, en outre, grace a béocompatibilité, de transporter le
principe actif jusqu’'a sa cible sans que celui-ei subisse de dégradatidn&nfin, les
liposomes permettent a la molécule incorporée deetser la membrane plasmique des
cellules ciblées et d’agir directement dans le pigeme de celles-&. Suivant le cas,
I'introduction du principe actif a I'intérieur dellules peut procéder selon différentes facons

représentées sur la figure A2-2.

Le premier mécanisme envisageahl® ¢onsiste a libérer le principe actif, aprés
fixation du liposome sur les récepteurs spécifiogeda cellule, a I'extérieur de celle-ci. Le

% Juliano R. L.Adv. Drug Deliv. Rey2 (1), 31-54, 1988 ; Duncan R., Drug Target.5 (1), 1-4, 1997.

4 a) Niamien Konan Y., Gurny R., Allemann H., Photochem. Photobiol., B: Biob6 (2), 89-106, 2002 ; b)
Schaschke N., Assfalg-Machleidt I., Machleidt Waskleben T., Sommerhoff C. P., MoroderRigorganic &
Medicinal Chem. Lett10 (7), 677-680, 2000 ; Drummond D. C., Hong K., ParkV., Benz C. C., Kirpotin D.

B., Vitamins and Hormone$0, 285-332, 2001
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médicament pénetre alors par transfert actif osipag’intérieur de la cellule. Il ne se produit
donc que lorsque l'agent incorporé est capable,fad®n intrinséque, de traverser la
membrane plasmique des cellules. Il en va de mémne |p mécanisme pour lequel les

molécules lipophiles contenues dans la membrane Igesomes sont transféréees

sélectivement depuis celle-ci vers la membranenptpase de la cellule.

1- libération extracellulaire "%+ .- 2- transfert de composés

du principe actif lipophiles

fusion

intracellulaire

4- incorporation 3- fusion

du liposome membranaire

Figure A2-2. Représentation schématique des diffésevoies d'incorporation des liposomes par Idsles.

Une autre voie indépendante, cette fois ci, defmcité du principe actif a pénétrer seul dans
la cellule et donc pouvant s’appliquer dans un mjtend nombre de cas correspond au
mécanisme.® Il consiste a élaborer des liposomes dont la mangpeut fusionner avec la
membrane plasmique de la cellule. Ce processuscependant, peu susceptible de se
produire spontanément. De plus, il peut modifiemt&grité de la membrane plasmique et
générer alors des perturbations au sein du systéhudaire. Une derniére stratégie repose sur
le processus d’endocytosd).t’ Ce dernier est utilisé par la cellule pour I'insoration de
substances spécifiques parmi lesquelles le fer, ligedes, des protéines ou encore des
peptides. L’internalisation est initiée, la encore, paribafion du liposome sur les récepteurs
spécifiqgues. La membrane se referme alors supdsdime qui pénétre ainsi a l'intérieur de la

cellule. Le principe actif est ensuite libéré gmt diffusion passive, soit par un processus de

®> Mastrobattista E., Storm G., van Bloois L., Res&a Bloemen P. G., Crommelin D. J., Henticks P, A.
Biochim. Biophys. Actdl419, 353-363, 1999.

® Ponimaskin E., Bareesel K. K., Markgraf K., ResBkaLehmann K., Gelderblom H. R., Gawaz M., Schmid
M. F., Virology, 269, 391-403, 2000 ; Kaneda Ydv. Drug. Del. Rey43, 197-205, 2000.

" Kirpotin D., Park J. W., Hong K., Zalipsky S., M/. L., Carter P., Benz C. C., Papahadjopoulos D.,
Biochemistry 36, 66-75, 1997.

8 Okamoto, C. T.Adv. Drug. Del. Rey29, 215-228, 1998.
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fusion intracellulaire identique au mécanis@ealécrit precédemment. Compte tenu de la
nature de nos produits, la libération des porplegimlycosylées encapsulées dans des
liposomes est susceptible de se produides processu3d ou4.

11.2. METHODES D’INCORPORATION DES PORPHYRINES
GLYCOSYLEES

Comme nombre de photosensibilisateurs de secondérajién, les différentes
porphyrines glycosylées synthétisées au cours deacail se sont révélées insolubles dans
I'eau. Contrairement a notre attente, les prodiigdroxylés qui, pourtant, comportent deux
groupements hydroxyle supplémentaires n’ont pastr@atiamélioration notable par rapport
aux porphyrines éthyléniques correspondantes. Nmoss alors décidé d’incorporer les
différents produits dans des liposomes en vue uifoper leur application en PDT. Nous
avons procédé de deux fagcons différentes afin digswder les porphyrines glycosylé3a,
32aet33a,b

[1.2.1. Premiére méthode

Dans un premier temps, nous avons utilisé de l#hlde de soja afin d’incorporer
dans les liposomes formés les porphyrines glycesy8@a 32a et 33a Le produit et la
lécithine de soja dissous dans un minimum de THAt daissés a l'air libre jusqu’a
évaporation du solvant. On ajoute alors I'eau hilthe et on laisse I'ensemble dans une cuve
a ultrasons jusqu’a ce qu'il n'y ait plus de partics en suspension. La concentration en

porphyrines glycosylées dans la solution obtentiecgaprise entre 1,4 et 10* mol.L™.

[1.2.2. Deuxieme méthode

La lécithine de soja utilisée précédemment contienbtamment, de la
phosphatidylsérine qui interfere avec certainstisamis en jeu lors des tests biologiques
(test a l'annexine V). Nous avons donc décidé dleygy le DL-dimyristoyle-
phosphatidylcholine a la place de la lécithine dg n nous appuyant sur différentes
procédures décrites dans la littératuiMdous avons également rajouté du cholestérol dans |
milieu dont le réle est de moduler la fluidité denhembrane liposomiale. Le DL-dimyristoyl-
a-phosphatidylcholine et le cholestérol sont disstaiss du chloroforme puis la porphyrine

glycosylée33b est ajoutée dans le ballon. On procede alorsvag@ration a sec du solvant.

®a) Oku N., Saito N., Namba Y., Tsukada H., Dolphin Okada S.Biol. Pharm. Bull, 20 (6), 670-673, 1997.
b) Hoebeke M., Damoiseau X., Schuitmaker H. J., danVorst A.,Biochim. Biophys. Actal42Q 73-85,
1999 ; Damoiseau X., Schuitmaker H. J., Lagerbedy.JM., Hoebeke M.J. Photochem. Photobiol., B: Biol.,
60, 50-60, 2001.
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Apres ajout d’eau bidistillée, le mélange obtent macé dans une cuve a ultrasons. On
procede ensuite a la filtration de la solutionJusieurs reprises, sur une membrane millipore
de 0,45um afin déliminer les liposomes de taille impor@ntAprés trois cycles de

congélation-décongélation comme décrit dans léréituré®, nous avons de nouveau filtré la
solution et obtenu ainsi la suspension liposomgatester. La concentration en porphyrines

glycosylées33b dans la solution mére est de I'ordre dex1(% mol.L™.

|11. EVALUATION BIOLOGIQUE DESPORPHYRINES

La phototoxicité des différents produits issus ddecétude a donc été testée sur les
lignées cellulaires K562/S et K562/0,2R respectieinsensibles et résistantes a la
doxorubicine. Chaque test est effectué trois fisde confirmer les résultats obtenus.

I1.1. TESTS DE CYTOTOXICITE

Nous avons, tout d’abord, vérifié que les prodsifathétisés n’étaient pas toxiques
pour les cellules en I'absence de lumiére. Le cagget la viabilité cellulaire en présence de
porphyrines sont effectués comme vu précédemmaeés Bar un test d’exclusion au Bleu
Trypan. Les résultats obtenus en présence de pumpblyglycosylées sont comparés avec
ceux de cellules témoins et du Photdtrigui est, comme nous I'avons souligné dans la
premiere partie, 'un des produits utilisés clirequent pour le traitement des cancers par
PDT. Ces résultats sont illustrés sur la figure3A@ans le cas du compao3@a. L’'évolution
du nombre de cellules/mL est similaire pour ledutet témoins et les cellules mises en
présence du produi0a Pour les cellules mises en présence du PhotofRf), on constate
qgue le nombre de cellules/mL est toujours inféreegelui obtenu pour les cellules témoins ou
les cellules en présence du prodfg Ainsi, apres 72 heures, le nombre de cellulesésil
d’environ 2,%10° ¢/mL pour ces derniéres alors qu'il est dex1® ¢/mL pour les cellules
mises en présence du PhotdftifNotons que la décroissance observée aprés 72sheiast
pas liée a la cytotoxicité des produits mais adlétion du milieu de culture et est donc peu
significative. Ces résultats montrent donc queolmposé30ane présente pas de cytotoxicité
vis-a-vis des cellules tumorales contrairement awtdfrin® qui, lui, est légérement

cytotoxique. Les autres produits issus de cettdeétunt donné des résultats similaires.
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Nr. de cellules/m|

30a (2x10-6 M)
Pf (1,2 ug/mi)

0 24 Cellules (temoin)

48

72

Heures 96

O Cellules (temoin)® Pf (1,2 ug/ml) @ 30a (2x10-6 M)

Figure A2-3. Evaluation de la cytotoxicité du corap80a

I1.2. ACTIVITE EN PDT DES PORPHYRINES GLYCOSYLEES
L’intégrité membranaire est testée a l'iodure depmtium (IP) par cytométrie en flux.
Lorsque la membrane plasmique perd son intégritéighe, le fluorochrome entre dans la
cellule et se fixe sur 'TADN du noyau. La cellulewient alors fluorescente. Or, la perte
d’intégrité physique peut étre directement corrélda mort cellulaire. On peut donc suivre,

de cette facon, sur une population cellulaire dens@umise a l'irradiation, I'évolution du
pourcentage de mortalité.

® 3 2 °
N ©]] ,
HoN . (CHY— IN=C2Hs
CoHs

Figure A2-4. lodure de propidium.

[11.2.1. Mode opératoire

L’irradiation est réalisée a I'aide de deux tubesrescents d’'une puissance de 30 W
chacun sous légére agitation (fluence de 1003)V/bes cellules sont irradiées pendant 0; 30;
60; 90; 120 minutes soit tout de suite apres leang#g culture cellulaire — porphyrines (tests
sans pré-incubation), soit apres 18 heures denprésation de la suspension cellulaire avec la
porphyrine (tests avec pré-incubation). Certaimaplpyrines, en effet, sont plus lentes pour
atteindre leur cible au niveau des cellules. Orcgae ensuite a I'analyse par cytométrie en
flux a JO(juste apres irradiation) et a {24 heures aprés chaque temps d’irradiation). Pour

'analyse cytométrique, les cellules sont incubéeec de l'iodure de propidium a une
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concentration finale de 2 ug /mL 15 minutes avémdlyse. Les cellules fluorescentes
correspondent alors aux cellules non viables éésejui ne fluorescent pas sont les cellules
viables. Chaque histogramme représente la moyeari ekpériences indépendantes et les

valeurs expérimentales suivantes sont corrigééds d@eur des témoins.

[11.2.2. Résultats des tests

Nous avons représenté sur les figures A2-5 et Agsthistogrammes correspondant
aux résultats avec ou sans pré-incubation obtemukes cellules K562/S et K562/0,2R pour
la porphyrine dihydroxylé85a et les porphyrines éthyléniquéd8a,bsous leur forme libre et
encapsulées dans des liposomes. Que ce soit aveansupré-incubation, ces différentes
porphyrines présentent une faible phototoxicitéavids des lignées cellulaires K562/S et
K562/0,2R. De la méme facon, les produd8a,b encapsulés dans des liposomes présentent
une activité comparable a celles des mémes prodoiis forme libre. Globalement, la
porphyrine dihydroxylé&5a montre un effet photocytotoxique légérement sapéra celui
des porphyrines éthyléniques bien que celui-ci sdérieur a la référence c’est a dire au
Photofrir. Les autres produits synthétisés au cours de aaitrdonnent des résultats
comparables. En conclusion, les différentes poipbgrglycosylées issues de cette étude sont
relativement sans action vis-a-vis de la lignédutmte K562 et devront étre testées
ultérieurement sur d’autres souches de celluleséranses afin de confirmer ou non ces

résultats.
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Figure A2-5. Activité en PDT des compoS8a et35apar rapport au Photofiin
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Figure A2-6. Activité en PDT du compo88b par rapport au Photoffin

[11.3. MICROSCOPIE CONFOCALE
Nous avons observé, par ailleurs, la distributi@s groduits encapsulés dans des

liposomes par rapport aux cellules testées en gamtéar microscopie confocale.

[11.3.1. Généralités

La conception du microscope confocal est difféeret® microscope de fluorescence
conventionnelle. L'irradiation se fait par balayafjen faisceau laser sur I'objet. Chaque zone
irradiée va émettre son rayonnement de fluorescguicea étre dirigé a travers I'objectif. Le
signal passe au travers d’un trou d’épinglepmholequi est la clef de vodte du systéme. Le
pinhole est un diaphragme de trés faible diametre quiaiesé passer que le faisceau
lumineux provenant directement du plan focal imagdyge fois passé au travers pinmhole le

signal est amplifié par un jeu de photomultiplicee (PMT). Chaque point irradié par le
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faisceau laser est capté par le PMT et est idénéfi fonction de sa position et de son
intensité. Ces points vont constituer chacun deslpid’une image reconstruite. L'avantage
majeur de cette méthode est la résolution des image netteté de celles-ci n'est pas
perturbée par les plans adjacents au plan focaktlpossible de relever des structures plus
petites et plus fines et de procéder a des coupBgues sériées pouvant amener a une
reconstruction des structures en imagerie 3D. Getfenique permet également d’affiner la
localisation entre deux fluorophor€sDe nombreuses études en PDT se basent sur cette
technique de colocalisation par double marquageneidentifié les sites de localisation de
différents photosensibilisateurs confirmant souvestrésultats donnés par la microscopie de
fluorescence conventionneffeNéanmoins, cette technique présente certains wéooents.

Le premier vient du fait que lirradiation des zenabservées se fait par un balayage laser.
Ceci implique un temps de latence plus ou moing lavant I'intégration des informations
pour reconstruire une image. Cette latence ne isaloais refléter un état instantané de la
topographie cellulaire. Un autre inconvénient egt tps sources d’excitation laser ainsi que
les détecteurs sont en nombre réduit et de codé éxeci limite 'utilisation des fluorophores

a ceux qui sont compatibles avec les sources lumé®edisponibles. Dans le cadre de la
PDT, cette caractéristigue peut se révéler proliéom lorsque les photosensibilisateurs
présentent des bandes d’absorption particuliergmmebis peu compatibles avec le matériel
disponible. D’autre part, certaines molécules ol photostables et sont sujettes a une

destruction rapide avec I'utilisation de la lumiéaser comme source lumineuse.

[11.3.2. Résultats

Nous avons observé par microscopie confocale Eisation des produit30a 32a et
33a,bencapsulés dans des liposomes. Un exemple ddwatesitenus pour le compo32a
comparé a ceux obtenus pour les cellules misesésemce des seuls liposomes est illustré
sur la figure A2-7. On peut remarquer une adhédmhiposomes a la surface des cellules.
Toutefois, du fait de leur taille, les liposomedestus a partir de la Iécithine de soja ne
permettent pas aux porphyrines encapsulées dergén@ns les cellules. Il en résulte que
l'irradiation par la lumiére de tels systemes rrfaitent pas la destruction des cellules
tumorales escomptée. Par ailleurs, les liposomdasnab a partir du DL-dimyristoyd-

phosphatidylcholine, bien que de taille inférieur&duisent pas une meilleure phototoxicite.

1% Trivedi N. S., Wang H. W., Nieminen A. L., Oleinid. L., Izatt J.A.,Photochem. Photobigl71 (5),634-
639, 2000.

" Woodburn F. W., Fan Q., Miles D. R., Kessel D.plY1, Young S. W.Photochem. Photobigl65 (3), 410-
415, 1997 ; Chen J. Y., Mak N. K., Yow C. M., FuMy C., Chiu L. C., Leung W. N., Cheung N. H.,
Photochem. Photobiql72 (4), 541-547, 2000.

-191-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

Ce résultat est di vraisemblablement au mode miraadopté. En effet, nous avons
rencontré des difficultés lors de la filtration dee solution liposomiale si bien que la
concentration finale en porphyrine glycosylée aslie des différentes filtrations est sans
doute trés inférieure a celle que nous avons iottediu départ. Ceci pourrait expliquer, dans

ce cas, la relative inactivité observée de I'agdrttosensibilisateur incorporé.

Liposomes ses Liposomes 432¢

Figure A2-7. Observation par microscopie confocilgoroduit 32a encapsulé dans des liposomes
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NOUVEAU CHAPITRE DE LA THESE
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| - CADRE GENERAL ET ENJEUX

Le travail, présenté dans mon meémoire de thésdge psur I'« Utilisation de la
métathese des alcenes pour la synthese de porphygiycosylées éthyléniques et leur
dérivées - Application a la photothérapie dynamidas cancers ». Comme l'indique le titre,
il s’agit d’élaborer des molécules dans un butapéutique, ce but étant ici, le traitement d’'un
certain type de cancers par photothérapie dynamigaemise au point d’'un médicament
efficace, dans ce cadre, aurait, alors, un impagéniable sur le monde économique et

sociétal, la lutte contre le cancer étant une péiguour nombre de gouvernements.

La photothérapie dynamique consiste a irradierdpdea lumiere rouge, des molécules
ayant des propriétés particulieres que I'on appel®tosensibilisateurs, préalablement
injectées au patient par voie directe ou par vogoscopique. Ces molécules, inoffensives en
temps normal, vont entrainer, apres exposition ludaéere et en présence d’oxygene, la
destruction des cellules tumorales sans touchetissixs sains adjacents. Dans le cas présent,
les porphyrines glycosylées synthétisées jouendlee de photosensibilisateurs. En outre, la
présence de sucres sur ces porphyrines permetngarénomene de reconnaissance entre ces
derniers et des récepteurs spécifiques situéeswellules tumorales, de cibler sélectivement

les tissus cancéreux.

A I'heure actuelle, quelques molécules sont en @hd®ssais cliniques mais
présentent, néanmoins, quelques inconvénients.nivioéat, les patients traités souffrent
d’'une photosensibilité cutanée qui les obligengésiar cloitrés, a I'abri de la lumiére, jusqu’a
élimination totale des molécules de photosensdtdisrs résiduelles. La recherche de
nouveaux sensibilisateurs, aussi efficaces, sintrs, pque ceux existants, les effets

secondaires en moins, reste donc d’actualité.

Notre travail se situe dans la continuité d’un pamgme de synthese de porphyrines
glycosylées, initié depuis quelques années déjdepaaboratoire de Chimie des Substances
Naturelles de I'Université de Limoges. Dans ce eadifin d’obtenir les composés désirés,
nous avons développé des stratégies de synthedejuenmi des procédés qui, a notre
connaissance, n'ont jamais été appliqgués sur deghyanes. Les différentes molécules
synthétisées ont subi des tests biologidnestro dans le but de vérifier leur potentialité anti-
cancéreuse. De plus, afin d’en faciliter 'admirasbn au patient, nous avons incorporé
différents produits, issus de cette étude, dandigiesomes. Le rble de ces derniers consiste a
transporter le principe actif jusqu’a sa ciblet slains notre cas, jusqu’aux cellules tumorales.

Nous n’avons pas encore recueilli tous les résutilatifs aux tests biologiques mais, d’'ores
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et déja, ils nous permettent de définir les nogebirientations a donner au programme de
recherche portant sur la synthése de porphyringosgylées. Ces travaux ont fait I'objet de

plusieurs communications orale et par affiche été&é récompensés par le Groupe Francais
des Glucides. Tout au long de ma these, j'ai éidéguet conseillée par mon encadrant direct
mais aussi par d’autres membres permanents dualalder qui, sur des points précis, m’ont

fait partager leur expérience et leur savoir. Bgalement, bénéficié, dans les derniers temps,
de l'aide précieuse d'une technicienne qui a rédbssynthése de précurseurs dont javais

besoin, en suivant les protocoles mis au pointies soins.

Lors de mon stage de maitrise effectué pour padid_aboratoire de Chimie des
Substances Naturelles, jai eu l'occasion, entréreaude travailler sur la synthése de
porphyrines et ai pu, déja, en apprécier la por@est donc tout naturellement que jai
répondu favorablement a la proposition qui m’a fsiiée, en DEA, par le directeur du
laboratoire, d'un sujet portant sur la synthésepdmhyrines glycosylées. Ce dernier stage
ayant conforté mon intérét pour la synthese delpoipes, j'ai poursuivi, logiguement, ce
travail dans le cadre d’une thése.

|l - DEROULEMENT, GESTION ET COUT

Mon sujet de thése initial portait sur I'élaboratide tolyporphines qui sont des
molécules dérivées de porphyrines. D’origine ndieirecette classe de composés est
particulierement attractive pour une application grotothérapie dynamique des cancers.
D’autre part, lors de cette premiére année de theséénéficiant d’aucun financement, j'ai
da exercer, parallelement, la fonction de maitre&séernat ce qui m’éloignait du laboratoire

le jeudi et le vendredi et me laissait trois jopiins pour travailler sur mon projet.

Au bout de cette année, mes travaux n’avaient gu@gresse, en partie par manque
de temps mais surtout du fait de la complexité atsDe plus, un laboratoire concurrent a
publié, a cette époque, un article portant suréamthématique que la mienne. Compte tenu
de I'avance de ces derniers sur notre laboratomas avons, alors, décidé d’abandonner ce
projet et nous avons orienté mes recherches vesyrthése de porphyrines glycosylées
d’origine naturelle afin de compléter les travauxésieurs réalisés au laboratoire sur le méme
theme. A partir de la deuxieme année de théseplsd&l Régional m’a attribué une bourse
FSE et jai donc pu me consacrer completement a tmeesux. La derniere année, un
financement supplémentaire m’'a permis de finaliser thése dans de bonnes conditions.
Nous avons été, cependant, confrontés a des diffsclieces a la nature des porphyrines

utilisées et avons élargi, aprés quelques temssijéd de ma thése en menant, en paralléle, la

-199-



Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles¢Eé des Sciences et techniques de Limoges, 12Bua

Albert Thomas, 87060 Limoges cedex

synthese de porphyrines glycosylées par métatresaldenes. Des le départ, cette nouvelle

thématique a donné des résultats plus qu'intéressarbien que, petit a petit, nous avons

écarté le sujet portant sur les porphyrines ndagglour ne plus nous concentrer que sur ce

projet.

Ces guatre années de thése ont été ponctuéeserémént par des réunions en

présence de mon encadrant et du directeur du Ualrerade Chimie des Substances

Naturelles afin de discuter des avancées de mesutxaou tenter d’apporter une solution a un

probleme qui s’était présenté. Ces réunions avdienta ma demande, en fonction des

difficultés rencontrées. De plus, les doctorarftgcan a leur tour, présentaient les résultats de

leur recherche lors de réunions hebdomadaires sgami I'ensemble des étudiants et

membres permanents du laboratoire. Compte tenwthbre de doctorants, variant suivant

les promotions, c’est en moyenne tous les deuxoid tnois que nous étions amenés a

exposer, a nos pairs, 'avanceée de nos travaux.

Tableau A4-1. Co(t de la thése.

Encadrants 80 000(€
Bourses 30 923 €
Ressources Permanents du laboratoire 24 640€

humaines Administration 1200 €

Ecole Doctorale 1200(€

Sous total 137 963 £

o Consommable 17 300 €

Materiel Gros matériel 5530[€
Loyer 2700€

Infrastructure Fluide et énergie 1330/€
Sous-traitance Analyse 3130 €
Documentation 670 €
Déplacement 103 €
Total 168 726 €
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11l -AUTRESACTIVITES

1.1 - MEMBRE DU COMITE D’ORGANISATION DU SYCOCAL Il
Parallelement a mes travaux de recherche, jaileggat, participé a I'organisation
d’'un congres. En effet, la mise en ceuvre de larskrédition du SyCOCAL (Symposium de
Chimie Organique en Centre — Auvergne —Limousigjéaconfiée au Laboratoire de Chimie
des Substances Naturelles. Lorsque le directelalaatoire a demandé des volontaires pour
s’occuper de l'organisation de cette manifestatjan proposé mon aide sans savoir, alors, a
quel point cette expérience allait étre enrichissgour moi. Il nous a fallu tout d’abord
recenser tous les lieux possibles pouvant acaukeiliongres, les contacter et faire établir des
devis ce qui nous a permis d’éliminer un certaimbee de candidatures. A l'issue de cette
premiere étape, nous avons retenu une dizaineae &t nous sommes rendus sur place afin
de faire notre choix. Deux centres de vacancesiesgtencore en lice avec chacun, leurs
avantages et inconvénients. Nous avons finalenqétpmour un centre de vacances se situant
en bordure du lac de Vassiviére, en partie pogatire mais aussi parce que nous avions eu
un bon contact avec le gérant du centre. Cettesidécia été validée, par la suite, par le
directeur du laboratoire avec qui nous nous somatiés sur le site une deuxieme fois. Tout
au long de la phase de préparation, j'ai été rémrient en contact avec le commercial de
I'organisme gérant le centre de vacances afin dégecier quelques points et les modalités
de paiement. Nous avons, alors, établi un budgeigionnel et nous sommes mis en quéte de
financement. Nous avons rédigé des courriers deadées de subvention que nous avons,
envoyés, apres avoir identifié les interlocutewssibles, a des organismes publics et privés,
parmi ces derniers, essentiellement des fournissgurlaboratoire et des entreprises de la
région. Ce fut un travail de longue haleine réclanpatience et persévérance car bon nombre
de demandes restaient sans réponse. Régulierentardt, faisions des bilans et relancions
ceux dont nous n'avions aucune nouvelle. ParmisBemble des organismes sollicités, une
quinzaine, finalement, a répondu favorablement tiendemande de soutien. Nous avons
meneé, parallelement, 'aspect communication. Laisera jour du site internet de la premiere
édition, notamment, a été réalisée en étroite lootktion avec son créateur. Un pre-
programme a été établi et nous avons fixé les fiamscription en essayant de trouver un
compromis entre rester attractifs et couvrir, notent, tout ou partie des frais
d’hébergement. Nous avons, surtout, essayé deisavdes inscriptions de jeunes doctorants
par des tarifs volontairement bas comparés a ceakgqpés couramment. Nous avons,
ensuite, diffusé I'information aupres des labor@®ipouvant étre intéressés par ce congres.
Des réunions du comité d’organisation ont eu ligg régulierement, tout au long de la phase
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de préparation et nous avons bénéficié a de norsdsereprises des conseils avisés de la
présidente de la précédente édition de ce sympodtanplus de ces différentes activités, je
me suis occupée, plus particulierement, de lageskes inscriptions et du budget global et ai,
notamment, assuré la liaison avec les servicemdiaes de la Faculté des Sciences et
Techniques de Limoges. Je me suis, également, éealgla répartition des participants dans
les gites du centre de vacances. La derniére pleate préparation de cette manifestation a
consisté a l'organisation matérielle du SyCOCAL MNous sommes allés sur le site de
Vassiviere afin de mettre au point les détails deegerant du centre, discuter du contenu des
menus, des pauses... La veille du congres, un petipg d’étudiants dont je faisais partie en
qualité de membre du comité d’organisation, s'estdu sur place afin de commencer a
installer les différentes salles et préparer Refrei des participants. A tour de role, nous avons
été de permanence a l'accueil et avons orient&degsers. Cette manifestation s’est donc
déroulée du 30 septembre au 03 octobre 2002 eira vé@e centaine de personnes parmi
lesquels une majorité d’étudiants présentant Iénangaux, comme nous le désirions. Tout
s’est déroulé a peu prés comme nous l'avions ingagimec toutefois, quelques petits
imprévus que nous avons su gerer avec efficacas.qDelques jours resteront, quant a moi,
graves dans ma mémoire et je suis tres fiere d’'guoiapporter ma modeste contribution a
I'organisation de ce symposium. Depuis, jusqu’aceaaécemment, je gére I'apres congres
avec l'établissement du bilan financier (positif) le suivi des factures en cours, en
collaboration avec les services financiers. Notamtmg¢ai constitué les dossiers de
remboursement des frais des différents conférenamnités parmi lesquels un dossier plus

délicat, relatif & un conférencier étranger.

1.2 - PARTICIPATION A LA VIE DE L'ECOLE DOCTORALE STS
Depuis maintenant deux ans, je suis une des siggeptants des doctorants, élus par
ces derniers au conseil de I'Ecole Doctorale ST&sDce cadre, jassiste aux différentes
réunions et sers de relais entre les doctorargste institution. Nous intervenons sur divers
sujets et notamment, sur l'attribution des allawagi de recherche et autres bourses dont la
répartition auprés des différents instituts incorath&cole Doctorale.

Dans ce cadre, je participe, également, a un cateitéflexion dont le travail consiste
a apporter des améliorations aux formations pragmsaix doctorants. Dans un premier
temps, nous avons analysé les questionnaires epaoliles étudiants a l'issue des formations
et avons établi un bilan. Nous avons, ensuite,aené les différents formateurs afin de leur
faire part des observations des doctorants etcommment faire évoluer leurs interventions de

maniere a mieux répondre aux attentes des étudatsouvelles propositions portant sur la
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communication d’entreprise ou encore la créatiorpdge web ont été introduites afin de
compléter le panel des formations existantes. tharhe d’intervenants pouvant assurer ces
nouvelles formations ainsi que des discussions tqaax modalités de leur intervention ont
fait, également, partie de nos activités. Une m@uren présence du directeur de I'Ecole
doctorale et de la personne en charge des fornsasiorsein de cette institution a validé, par
la suite, ce travail et le programme des formatjpmsr la prochaine année universitaire a été
réalisé en tenant compte de nos propositions.

En outre, jai participé a l'organisation d'un fonusur I'emploi des docteurs, se
déroulant sur une journée, avec des interventidnstidutionnels, le matin, tels que I'ANPE
ou encore I'Association Bernard Grégory, et 'apmidi, des tables rondes portant sur
différentes thématiques autour du recrutement.i@lus réunions nous ont permis d’établir le
programme de la journée en tenant compte, la adssisouhaits des doctorants quant aux
intervenants invités. J'ai, de plus, réalisé laocgmtion d’'une affiche et d'une animation
Internet afin de prévenir, par mail, les étudiatéda tenue de cette journée. Enfin, je me suis

portée volontaire pour assurer I'animation de @uss tables rondes en tant que modératrice.

Pour mener a bien ces différentes activités, j@ndjicié de I'appui du directeur de
'Ecole Doctorale qui a bien voulu me faire confian de celui qui est également mon
« mentor » pour la rédaction de ce nouveau chagéria thése et pour pleins d’autres sujets
ainsi que de mon directeur de laboratoire, qun) logjiee voyant tout le temps que je consacrais
a des projets autres que ma these, ne m'a jamaéatde de m’investir par ailleurs. J'ai,
également, sollicité, a de nombreuses reprisessi$@nce de la secrétaire de I'Ecole
Doctorale qui a toujours répondu présente, biensyuehargée de travail, ce en quoi, je la

remercie vivement.

|V - COMPETENCESET SAVOIR FAIRE

Outre la satisfaction et une certaine fierté d’aédé aussi loin que je le pouvais dans
mes études, je me suis, tout d’abord, découvertagacités manuelles que je ne pensais pas
posséder. En effet, ce que I'on appelle communémeentravail a la paillasse » requiert de
I'habileté, de la concentration et un certain sdm$organisation. Qui plus est, certains types
de réactions, notamment la métathése, nécessisntanditions rigoureuses et doivent étre
opérées en prenant toutes sortes de précautionmriculier vis-a-vis de I'air environnant.
De la rigueur dans la manipulation dépendent digguk de la réaction et sa reussite. J'ai, de
plus, été amenée a utiliser des technologies imesaelles que les micro-ondes. En effet,

I'activation par les micro-ondes en synthese omagi parce qu’elle permet, entre autre,
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d’accélérer certaines réactions et dopérer dans anditions plus écologiques s’est
développée ces derniéres années. Le LCSN ayartafajuisition de ce genre de matériel,
jai, alors, pu pratiquer I'activation par les noeondes sur deux appareils différents. J'ai été
initiée, par ailleurs, a différentes méthodes defipation par chromatographie en phase
normale et inverse. Une fois les produits isolgges traitement et purification par des
techniques classiques de laboratoire, une derpiggise consiste en leur caractérisation. Une
partie des analyses telles que la spectroscopieViddle ou Infra-Rouge se faisait au
laboratoire. Pour la spectroscopie RMN ou la speoftrie de masse, les produits étaient
envoyés a des laboratoires extérieurs avec lesgaaksétions en relation. Des échanges avec
les responsables des unités concernées, le caanécheaient lieu de maniére a effectuer au
mieux la caractérisation des échantillons. Une lfaisalyse effectuée, les données spectrales
nous étaient renvoyeées et il nous incombait dexasniner afin d’en soutirer les informations
relatives a la structure des composés synthétisés. spectres RMN des porphyrines
glycosylées, notamment, étaient relativement coxasleet avec la pratique, j'ai appris a les
analyser avec de plus en plus d'efficacité.

A c6té de ce savoir faire technique, quelques deesies qualités se sont révélées ou
confirmées. Ainsi, il m’a fallu de la persévéramtaine forte aptitude a ne pas se laisser aller
au découragement lorsque mes recherches étaianiélels, entrainant des réorientations de
mon sujet ou encore, lorsque nous relancions lganismes sollicités pour subventionner le
SyCOCAL Il. Jai, par ailleurs, développé un certaens de I'organisation en programmant
mes journées au laboratoire de maniére a optimiser travail de recherche. Ainsi, pendant
qgu’une réaction était en cours, je prévoyais desitactivites de facon qu'’il n'y ait pas de
temps mort. Mes compétences organisationnellesgatement, été mises en exergue par ma
participation a la préparation de diverses maratests, le congres SyCOCAL Il, d’'une part
et le forum sur 'emploi des docteurs, d’autre pdant I'initiative revient a I'Ecole Doctorale
STS. Dans ce cadre, j'ai participé, notamment,rait® en place logistiqgue de ces séminaires

ainsi qu’a I'élaboration de leur contenu.

La conduite de ces différents projets que sonthi@sd, la mise en place de
manifestations,... m'ont beaucoup appris sur moi-médeenature timide ou plutot réservée
a mon entrée en thése, je me suis découvert degitggprelationnelles et ne craint plus,
désormais, de me mettre en avant. Méme si, paifaisencore quelques appréhensions
lorsqu’il s’agit de prendre la parole en publi@sé, a présent, les surmonter et faire valoir

mon opinion.
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La communication est, de fait, tres présente dangel des doctorants. Tout d’abord,
les réunions de laboratoire ou chacun peut préssatetravaux a tour de réle ou encore les
différentes réunions auxquelles j'ai assisté dé pas activités paralleles relévent toutes de la
communication interne. Il en va de méme pour mé&sigs au sein de 'Ecole Doctorale, en
tant que représentante élue. En effet, dans ceec@rjouais le role de relais entre les
doctorants et cette institution et transmettais ifdsrmations dans un sens comme dans
l'autre. Nous sommes, également, amenés a faile c@mmunication externe tout au long de
notre thése. La présentation de nos travaux, otafgar affiche, lors de congres, en fait partie.
Ainsi, j'ai pu concevoir plusieurs posters et atcemment, exposé le résultat de mes
recherches par une intervention orale d'une dizdmeninutes. Mes travaux ont, d’ailleurs,
été récompenseés par le Groupe Francais des Glucim®se je I'ai souligné précédemment.
De méme, la remise a jour du site internet du Sy8IOT en étroite collaboration avec son
créateur ou encore l'affiche du forum dont la cqicem m’avait été confiée sont d’autres

exemples de communication externe et requiert uninmim de créativité.

De plus, j'ai occupé, réecemment, la fonction de érattice lors de trois tables rondes
du forum sur I'emploi des docteurs ce qui me canfene premiere expeérience dans le
domaine de l'animation. Mon intervention a méme légoentre le premier atelier et le
dernier. En effet, j'ai adapté ma fagcon d’animerf@mction du public mais aussi, n’étant pas
complétement satisfaite de ma premiére prestatomau long des tables rondes.

Au cours de ma thése, j'ai eu I'occasion d’encades étudiants de maitrise lors de
leur stage TER (Travail d’Etude et de Recherchepx fche, dans ce cadre, allait de
I'élaboration de leur sujet a la mise en ceuvre réastions en passant par linitiation aux
techniques classiques de laboratoire. J'ai, égalenééé amenée a corriger leur rapport de
stage et ai donné mon appréciation lors de la sante sur la qualité de leur travail. De la
méme facon, étant impliquée, avec une autre caledas le départ dans la préparation du
SyCOCAL ll, jai pu, lorsque I'organisation I'a néssité, solliciter mes collégues pour nous
aider et ai supervisé les taches a accomplir. @Esahts projets menés au cours de ma thése
ont prouvé, par ailleurs, ma capacité a travadleequipe. Certes, nous sommes seuls devant
la paillasse mais travaillons en interaction camstavec les autres, nous aidant mutuellement
selon nos compétences. La mise en ceuvre de matidesexige, de la méme facon, de
travailler en équipe, chacun apportant sa pieti@déice et faisant de la réalisation du projet,

une réussite.

La thése m’a, également, permis de développer nagmciés d'analyse et de

synthese. Pour pouvoir progresser sur mon sujegaterche, tout d’abord, j'ai régulierement
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fait le point et rédigé des notes synthétiques $eesma discussion avec mes deux directeurs
de thése. De la méme facon, dans le cadre du cdmit&flexion travaillant sur les formations
proposées en these, j'ai réalisé une synthéseuwesignnaires remplies par les doctorants a
lissue des formations en relevant les remarquesletervations qui me paraissaient
pertinentes. Ce travail a, par la suite, fait l&bjl'une réunion avec le directeur de I'Ecole
Doctorale et la personne en charge des formatibasservi de base pour les rencontres du
comité avec les différents intervenants extériellies, également, rédigé, dans ce cadre, des
comptes-rendus de réunions que jai transmis, @asuite, aux personnes concernées. La
synthese de tous ces travaux a permis, outreddottion de nouvelles propositions, de faire
évoluer les formations existantes de maniere audgles répondent au mieux aux attentes

des doctorants.

Représentante élue des doctorants depuis maintdeartans au conseil d’école de
I'Ecole Doctorale STS, jai pu appréhender, paleails, le fonctionnement et la facon dont
étaient prises les décisions au sein de cettetutisti et par extension, dans les
administrations en général. De méme, ayant asaugédtion du budget du SyCOCAL Il et
I'élaboration de divers documents administrati&c(fires, dossiers de remboursement de frais
pour les conférenciers invités...), jai travaillé @troite collaboration avec les services

financiers de la Faculté des Sciences et Technidgésmoges.

Au cours de ma these, également, j'ai été amemégacier avec certains fournisseurs
méme si cela est arrivé peu souvent, cette tadwmrnbant a une technicienne du laboratoire
mais aussi, avec le commercial du centre de vasancs’est déroulé le SyCOCAL Il. Ainsi,
jai obtenu un échelonnement des paiements et émision des échéances du fait des
contraintes administratives. De méme, au coursute Ilde nos nombreuses conversations
téléphoniques, jai sollicité et obtenu que lestsadoient compris dans le prix, ce qui n'était
pas prévu dans le devis initial. Cette expérientze fait prendre conscience que rien n’était
ferme et définitif et qu’on pouvait, bien souvemguver un compromis arrangeant les deux

parties.

Grace aux différentes formations volontairementrriéas vers le monde de
I'entreprise et mes contacts avec ce milieu, jflejntenant, une meilleure appréhension de ce
dernier. Les formations en anglais, la conceptiaimel bibliographie a partir d’articles
rédigées en anglais, I'élaboration d’articles partsur mes travaux dans cette méme langue
m’ont permis d’acquérir certaines compétences Isigues. J'ai, de plus, repris recemment
des cours d’espagnol dans le cadre de I'Ecole Daleteet méme si j'ai dO les abandonner,

faute de temps, j'ai pu me rendre compte que, sapsd’efforts, je pourrais retrouver un bon
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niveau dans cette langue. La réalisation de doctsmiaformatiques, de posters ou encore
d'un support multimédia pour ma communication oral®nt permis, en outre, de me
perfectionner dans ce domaine et d'utiliser pldc&tement les logiciels usuels de traitement

de texte et de données.

Enfin, grace aux différentes rencontres que jafgre lors de mes diverses activités,
jai pu me constituer un réseau que je compte hiettre a profit lors de ma future recherche
d’emploi. En effet, assister a des congres, pameles permet de s’ouvrir a I'extérieur, de
nouer des contacts qui, a terme, pourrait débousinedu concret. De la méme facon, ma
participation a I'organisation du forum ou les mnants rencontrés dans le cadre du comité

de réflexion sur les formations sont autant deepistexplorer par la suite.

V - RESULTATSET IMPACT DE LA THESE

Je n'ai pas encore récupéré toutes les donnédwaslaux tests biologiques mais je
pense, néanmoins, pouvoir affirmer sans trop nmapes que ce n’est pas encore aujourd’hui
que sera trouve le remede miracle contre ce maktsel qu’est le cancer. Toutefois, comme
je l'ai dit précédemment, les résultats de mesauavsur les porphyrines glycosylées ont
permis de donner de nouvelles orientations au progre de recherche du laboratoire dans ce
domaine. Plus grand est sans doute lI'impact sut(8N apportée par I'organisation du
congres SyCOCAL Il. Nous avons démontré qu’unectiire, relativement petite telle que la
notre, comparée a d’autres instituts sur Limogest éapable de mettre en place avec succes
une telle manifestation. De la méme fagon, ma dmution & I'amélioration des conditions de
travail des doctorants porte, d’ores et déja, sésfpuisque I'évolution des formations a tenu
compte des observations du comité de réflexion.dif#érents intervenants que nous avons
pu rencontrer ont, d’ailleurs, fort apprécié nafkamarche et, en particulier, la présence de
doctorants au sein de la délégation. En outre, rdelasucceés rencontré par la premiere

édition du forum, cette manifestation va étre pgisie.

D’un point de vue personnel, la thése et les difiées activités que j'ai pu mener dans
ce cadre ont été tres enrichissantes. Si je syaurahui ce que je suis, c’est sans nul
conteste grace aux différents projets dans lesgei@ige suis investie. Certes, du coup, il m’a
fallu quatre années pour achever mon doctoraus@tannée supplémentaire par rapport a ce
gu’il m’'aurait, sans doute, fallu si je ne m'étaimnsacrée qu’a mon sujet de recherche. Mais
je pense que la formation par la recherche, cessiacela a savoir I'opportunité de pouvoir

participer a la vie du laboratoire dans tout celdait et plus largement, a la vie de I'Ecole
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Doctorale dont le but est de nous permettre, rapgde, de nous insérer au mieux dans la vie

professionnelle.

Les différentes compétences que jai retirées desemble de mes activités m’ont
permis de cerner mon ou plutét, mes projets prafessls ainsi que mon projet de vie qui a
une incidence directe sur les premiers. J'ai réalisla suite de ces diverses expériences, que
jaimais étre le moteur d’'un projet et le voir pregser jusqu’a son terme. Ces caractéristiques
se retrouvent dans les différents postes pour édsqenvisage de postuler. Tout d’abord, je
ne souhaite pas poursuivre des activités de rdoberontrairement a certains de mes
collegues, car je suis intimement convaincue queraation par la recherche ne mene pas
seulement a ses métiers que ce soit dans un cae qu public. Les docteurs sont
détenteurs de compétences différentes de cellesrtepp par d’autres formations et ont
largement leur place dans le tissu économique.doeteurs témoins ayant participé aux
tables rondes du forum m’ont, d’ailleurs, confod@&s mon opinion. En effet, parmi ces
derniers, rares étaient ceux occupant un postehdectreur et bien souvent méme, ils

occupaient des fonctions dans des domaines diderétrat opposés au sujet de leur thése.

Je compte, quant a moi, mettre a profit les diffteee compétences que jai
développées soit pour un métier se situant autels dommunication, soit travailler pour des
collectivités territoriales en tant qu’agent de eléppement local. Dans le domaine de la
communication, ce n’est pas tant I'animation quiatti‘e, méme si j'ai révélé certaine
aptitude a l'exercer mais tout I'aspect logistigele mise en place du projet. Différents
contacts, dont certains par le biais de I'Ecole tD@ade, restent a explorer et je compte bien
valoriser, le moment venu, mes différentes expédasmans ce champ d’application. Au fond,
pas si éloigné, mon autre projet professionnelvaisdiexercice de la fonction d’agent de
développement local, s’est, également trouve cmfipar le témoignage d’un docteur issu de
Limoges et occupant une fonction similaire dans woenmunauté de communes du
Limousin. Mon activité, au sein de I'Ecole Doct@atonstituée d’élus et de représentants des
divers instituts, me parait étre un atout a vadordans cet optique. La encore, j'ai pu me
constituer un réseau relationnel, en partie grétecale Doctorale mais n’ai pas encore pris

le temps de faire des démarches en ce sens.

Je songe, également, de plus en plus, a créerapeepentreprise ou a m'insérer dans
un projet de création d’entreprise. Cette derngiste est sans doute celle qui permet de
mieux rendre compte de mon évolution. En effetdemier projet se situe aux antipodes de
ce que jimaginais a mon entrée en thése. Pourjani’en sens capable maintenant et

surtout, en ai le désir, ce qui est essentiel.eRadtouver I'idée ou un groupe de personnes
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acceptant de m’impliquer dans leur projet. J'aicmariré, lors du forum sur I'emploi des
docteur, le directeur de l'incubateur du Limousirgane assistant la création d’entreprise en
prise directe avec l'innovation et il n'a pas pdrostile a mon projet. Reste la aussi a

concrétiser les différents contacts que j'ai pueradi et la.

En conclusion, la these et les activités que I'emtpmener dans ce cadre sont de
réelles expériences professionnelles. A nous dedksiser, par la suite, en tant que telles
lors de notre future recherche d’emploi. C'estart tas comme cela que je compte procéder.
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