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INTRODUCTION GENERALE

Les porphyrines et les chlorines sont des strusturétérocycligues aromatiques trés
largement représentées dans les milieux vivantes Eharticipent, particulierement sous
forme métallée, a de nombreux processus biologidimegdoréduction. Ainsi, 'hnémoglobine
ou la myoglobine, grace a une porphyrine de fendgau heme, assurent respectivement le
transport et le stockage du dioxygene. De tellasctres sont également impliquées dans
I'oxydation de substrats par les cytochromes (notan le cytochrome P450). Les chlorines,
guant a elles, participent a la photosynthése chexz plantes et les bactéries
photosynthétiques. L'intérét porté a la conceptipau développement de nouvelles stratégies
de synthese des porphyrines et des chlorines 8% ade croitre ces dernieres années en
raison de leur vaste domaine d'applications. Pameke, |'élaboration de modeles
d'hémoprotéines, mimant l'aptitude des enzymes lpa@connaissance ou la catalyse, permet
de comprendre leur fonctionnement dans les systenaarels. En outre, certaines
porphyrines d'origine synthétique ou naturelle &elent étre particulierement efficaces en
tant que catalyseurs regiosélectifs, ou mémes ostélectifs, d'époxydation et
d'hydroxylation, en tant qu'agents de photodécoitipnsde I'eau ou encore en tant que
matériaux pour l'optoélectronique. La photothérapidynamique (PDT) ou
photochimiothérapie, technique en plein développerappliquée au traitement des cancers,
est un autre domaine d’application de ces strusthégérocycliques. Elle a été développée
dans les années 1970, et de nos jours cette tehrEgt utilisée dans de nombreuses
pathologies, comme la dégénérescence maculairealiddge (DMLA) et les myopies
pathologiques. Des traitements fondés sur ce pensont aussi destinés a lutter contre les
maladies cardio-vasculaires, le SIDA, les rejetsgdeffes ou les leucémies. Parmi les
porphyrines et les chlorines les plus courammahségs pour le traitement du cancer, deux
grandes catégories de produits sont rencontréeqrémiere génération de ces molécules
regroupe des dérivés de I'némoglobine que l'onveosous deux formes : le dérivé de
I'hématoporphyrine (HpD) et le porfimer sodique morsous le nom de Photofrirf lgui est

un meélange complexe de porphyrines naturelles. €aier a été commercialisé dans un
premier temps aux Etats-Unis, puis il recut l'aigtdion de la mise sur le marché (AMM) en
France en 1996. Depuis, des photosensibilisateudedxieme génération ont été développés
et la photothérapie dynamique connait un essorrgrable que se soit pour les applications

oncologiques ou non oncologiques. lmetatétrahydroxyphénylchlorine mi¢THPC ou
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Foscaf) est utilisée pour traiter les cancers de I'cespmhdu poumon et du larynx. Le dérivé
monoacide de la benzoporphyrine (BPD-MA) plus corsows le nom de vertéporfine
(Visudyné), agréé en avril 2000, est utilisé pour le traietrde la dégénérescence maculaire
liée a I'age (DMLA), la cause la plus fréquentecdeité dans les pays industrialisés en raison
du vieilissement de la population. Devant le noenbestreint de photosensibilisateurs
efficaces a structure bien définie présents sundeché, la recherche de nouvelles molécules
capables d’atteindre spécifiquement les cellules@&eeuses est un probléme d’actualité. Cette
recherche tend a s'orienter vers la synthése deéaulds hybrides composées d’'un
macrocycle porphyrine ou chlorine associé a desitagde transport ou de reconnaissance

comme, par exemple, les polyamines (spermidinpernsne).

Notre travail s'inscrit dans le cadre d'un prograrde synthése entrepris au Laboratoire de
Chimie des Substances Naturelles (LCSN). Nous awnsi réalisé la synthése et la
caractérisation de porphyrines et de chlorinesaportieux ou quatre motifs spermidine ou
spermine. Une étude préliminaire d’interaction etpthotoclivage de 'ADN a également été
réalisée pour certains photosensibilisateurs aéwatlier leur activité photocytotoxique. Enfin
comme le Photofrin fl, qui est I'un des photosensibilisateurs les pargdment utilisés en
photothérapie dynamique des cancers, est un mélemy@osé d’oligoméres comprenant
deux a six unités porphyriniques, nous nous sonintégesse a la synthese de deux trimeres

dont les unités porphyrines ou chlorines sont esliéntre elles par des liaisons éther.



CHAPITRE I :

LES PORPHYRINES ET LES
CHLORINES STRUCTURE,
PROPRIETES ET APPLICATIONS
ETAT DE LA QUESTION
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Chapitre |

Les porphyrines et les chlorines — Structures, Prapetés et Applications

Etat de la question

1- Structures

Les porphyrines sont des macrocycles aromatiques électronst conjugués, constitués de
guatre unités pyrroliques liées entre elles parpggs méthines. La réduction d’une double
liaison pyrrolique conduit alors a la formation dklorines posseédant ainsi trois noyau
pyrroliques et une unité pyrrolidine. Cette rédoictn’altére pas la forte conjugaison de la
molécule qui détermine une forte coloration et bhaene stabilité de ces composés. En outre,
ces structures hétérocycliques se comportent codaneliacides ou des dibases, selon le pH,
et elles peuvent étre métallées par presque taumétaux de la classification périodique.
Dans le premier cas, la molécule est dite “basee’libdans le second cas, elle est dite
“métallée”. Lorsque deux doubles liaisons sont it&duon parle alors de bactériochlorines ou
d’isobactériochlorines (Figure I-1).

3
&3
3

@) (b) (©

43
3
&=

(d) (e) (f)

Figure I-1 ; Les différentes classes de macrocy¢@gporphyrine base libre ; (b) porphyrine
métallée ;
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(c) chlorine ; (d) bactériochlorine ; (e) isobaméhlorine ; (f) corrole.
Dansles années 30, le chimiste allemand Hans Fischespose pour la premiére fois un
systeme de nomenclature encore utilisé de nos pmusdésigner les porphyrines substituées
sur les positiong-pyrroliques. Ainsi, les atomes de carbone destijposi méthine, aussi
appelés " meso " sont notéss, y eto et les carboneg-pyrroliques sont numérotés 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 et 8. La complexité des porphyrines syis®e$ augmentant, une numérotation
systématique du macrocycle a été adoptée en 198 dafsimplifier la nomenclature de ces
molécule<. Les carbones meso portent alors les numBrd®, 15, 20, les positionsetf des
cycles pyrroliques sont notées respectivement @, 4,11, 14, 16, 19et 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17,

18 et enfin les numéros 21, 22, 23, 24 ont étédats aux quatre atomes d'azote (Figure I-2).

positions a-pyrroliques position meso

positions S-pyrroliques

(a) (b) (©)

Figure I-2 : (a) appellation générale ; (b) nomahaie de Fischer ; (c) nomenclature

systématique.

Le macrocycle porphyrinique, structure de géométnemalement plane, est relativement
flexible et peut adopter dans certains cas desocmaftions non planes. De telles distorsions
peuvent étre engendrées par la protonation desatemxes d'azote non protonés, la présence

de groupements volumineux en positimeso la substitution des positioffspyrroliques ou

L H. Fischer, H. Orth Die Chemie des Pyrralsol. I-l1l, 1934-1940.
2 H. B. F. Dixon, A. Cornish-Bowden, C. Liebecq, K. Loening, G. P. Moss, J. Reedijk, S. F. Velick,
P. Venetianer, J. F. G. VliegenthaRyre Appl. Chem1987 59, 779-832.
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encore par la métallationAinsi, la présence d'un petit ion métallique telege Ni(ll)

engendre la distorsion du cycle (Figure I-3).

.

(a) (b)

Figure I-3 : (a) octaéthylporphyrine base librengla (b) octaéthylporphyrine de Nickel non
plane (RuffledY.

Ces macrocycles sont trés largement représentéslemmilieux vivants. Ills sont métallés et
généralement associés a des protéines. Ces malésoles cette forme, participent a des
processus naturels d'oxydoréduction. La figurepkésente quelques exemples choisis parmi
les plus représentatifs.

¥ W. Jentzen, M. C. Simpson, J. D. Hobbs, X. SongEfa, N. Y. Nelson, C. J. Medforth, K. M. Smith,
M. Veyrat, M. Mazzanti, R. Ramasseul, J.-C. MarchdbnTakeuchi, W. A. Goddard, J. A. Shelmutl.
Am. Chem. Soc1995 117, 11085-11097.

* E.F. Meyer Acta Crystallogr., Sect. B: Struct. Sdi972 B28, 2162-2167.
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chlomphylle a:

E1= /(; ZEa=Ile 3 Bz = phytyle

chlorophylle b -

E1= J JBEa=CHO Bz = phytyle
chlorophylle e:

Ry= _/ Ra=Me ; B3 = phytyle

Me Me Me Me

phytyle = W/\)\/\)\

Fz00C
Heéme Chlorophylle

~0 Vitamine B,

Figure I-4 : Exemples de macrocycles tétrapyrra@gnaturels.

Le transport des gaz respiratoires,(G0;,) est assuré par I'némoglobine, protéine dont le
groupe prosthétiqgue est une porphyrine, la profpgaine IX métallée par du fer au degré
d'oxydation +II (I'héme).La myoglobine quant a elle, protéine de structoeée proche de
celle de I'hémoglobine, possédant également I'reamene groupe prosthétique, participe au
stockage de l'oxygéne dans les tissus musculaimesi gu'a sa diffusion vers les
mitochondries. Comme nous l'avons indiqué précédemhmces composés naturels sont
impliqués dans des processus d'oxydoréduction tgaemou photochimique des milieux
biologiques. Les cytochromes constituent une acimese de métalloprotéines construites
autour d'un noyau héminique. L'environnement pgotgide ces molécules permet a lI'atome
de fer central de passer réversiblement du degxgahtion Il au degré d'oxydation Il. De ce
fait, les cytochromes de la chaine respiratoirejroe le cytochrome ¢ par exemple, jouent le
réle de transporteurs d'électrons lors du procedsusespiration cellulaire. Le cytochrome
P450 quant a lui métabolise des composés xénobéstign catalysant leur oxydation ou leur

5 M. Perutz Pour la sciencel979 16, 71-85.
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réduction? On peut également citer comme exemple de macexyétrapyrroliques naturels
la vitamine B12 dont la structure est celle d'uoerioe métallée par un atome de cobalt
pouvant se trouver a divers degrés d'oxydoréductianvitamine B12 est le cofacteur de
réactions de transméthylation et de réactionsrdésisation. Associée a l'acide folique, elle
intervient dans la transformation de I'homocyst&@nanéthionine par la méthionine synthase.
En outre, elle est impliquée dans la formation glebules rouges. Une carence en vitamine
B1, se traduit par une anémie, une accumulation d'bgstéine dans le sang responsable de
problemes cérébrovasculaires ainsi que par untactign de la méthionine impliquée dans la
production de myéline ce qui altére les transmissizerveuses. On rencontre également dans
le monde végétal des chlorines telles que les aplyidles. Ces molécules, métallées par du
magneésium, portent comme substituant notable wobk longue chaine, et, par absorption

de photons et transfert d'énergie, sont a l'origaé photosynthese.

2- Caractérisations

Les porphyrines et les chlorines sont des mol&éatbenplexes, il existe cependant des
méthodes spectroscopiques qui permettent de lastéaser.

2-1- Spectroscopie UV-visible

Comme nous l'avons vu précédemment, les porphypossédent un systéme d’électrans
fortement conjugué. Ces molécules absorbent dons @adomaine du visible et présentent
des spectres d’absorption trés caractéristiguessquat fonction de la structure et de la
présence ou non d’'un métal (Figure I-5). lls se posent d’une bande intensex 10 L.mol

! cm™) entre 390 et 430 nm (proche UV) appelée band8atet ou bande B et de quatre
bandes de moindre intensité aux plus grandes lamgugondes (entre 500 et 680 nm)

nommeées bandes Q.

® L. R.Milgrom ; The Colors of Life: an Introduction to the Chemyjsaif Porphyrins and Related Compounds
Oxford Univ Press, UK1997 249-260.
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Figure I-5 : Spectre UV-visible caractéristiqueryporphyrine base libre : la HTP (dans
CHCI).

La région du spectre située dans le domaine dblejsgénéralement sensible aux variations
de structure, renseigne sur la substitution du otycte. En effet, les quatre bandes Q,
numerotées de | a IV en partant des énergies Issljasses, voient leurs intensités relatives
varier notablement en fonction de la nature etadpdsition des substituarttOn distingue
ainsi essentiellement quatre types de spectresleppetio, rhodo, oxorhodo et phyllo
(Figure 1-6)?

On rencontre principalement le tyg#io dans le cas de porphyringssubstituées par au
moins 6 groupements, ou dans le cas de la pluparmdsearylporphyrines. Si ces dernieres
portent un substituant saturé (par exemple unenetakyle) a la place de 'aryle, elles auront
généralement un spectre de tybgllo. La présence de groupements riches en élecirens
positiong-pyrrolique génere un profil de spectre de typedo, alors que la présence de deux
de ces mémes groupements en posiigyrrolique sur deux pyrroles opposés conduit plutd
a un spectre de tymxorhodo
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Figure 1-6 : Profil des bandes Q pour les quatnecguaux types de spectres d’absorption de

porphyrines bases libres.

Dans le cas des porphyrines métallées ou protoé@espserve toujours la présence de la
bande de Soret, mais le nombre de bandes Q est aédieux ou trois en fonction de la nature
du métal et de son degré d’oxydation. Ces dernisoes nommees. et B en partant des
grandes longueurs d’onde (Figure I-7). Dans ce leasubstitution du macrocycle a tres peu
d’influence sur les intensités relatives des bandes 3. En revanche, la nature de l'ion
métallique fixé, engendre d’'importantes modificaiadu rapport des intensités de ces deux
bandes. En effet, un rappaf > 1 indique généralement la présence d’'un métpligue
dans le complexe plan, stable avec la porphyriiest(ée cas par exemple du Ni(ll) ou encore
du Zn(ll)). Par contre, lorsque le métal peut &aelement remplacé par deux protons, on

observe un rappout/p < 1 (par exemple avec du Cd(ll)).

o §

50 04 3, () 500 a0 A ) 500 .y;iu Linm)

(a) i) )
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Figure I-7 : Bandes Q de spectre d’absorption détttylporphyrines métallées par : (a)
Ni(ll) ; (b) Zn(ll) ; (c) Cd(lI).

Le spectre d’absorption des chlorines, quant anointre des bandes d’absorption différentes
de celles des porphyrines. La bande QI est beaydaspntense chez la chlorine et la couleur
change passant du pourpre au vert pour les composésmétallés (Figure 1-8). L'intensité de

la bande QI est encore plus importante dans leeadactériochlorines.
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Figure I-8 : Spectre UV-visible caractéristiquernichlorine : la HTTC (dans CHG)).

2-2- Spectroscopie de masse MALDI
Les porphyrines étant trés faiblement volatibles,techniques classiques d’ionisation ne sont

généralement pas adaptées. Il est nécessaireis#uties méthodes de désorptions directes
comme le MALDI (Figure 1-9).
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Figure 1-9 : Principe de la technique MALDI.

La technique MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorptidonization : désorption-ionisation
laser assistées par matrice) permet le passagease gazeuse de molécules ionisées intactes
a hauts poids moléculaires. Le produit a analyselangé a un exces de molécules d'un
composé servant de matrice, est adsorbé sur urogumpg@talligue. Le dépbt est ensuite
irradié par des impulsions lasers courtes (quelmagmsecondes) dont la longueur d’'onde
correspond a une bande d’absorption de la mattisergie deélivrée par le laser est
absorbée de maniere sélective par la matrice ceadug un phénomene de désorption et
d’ionisation. Une faible partie de I'énergie abswbest transmise sous forme d’énergie
cinétique et d’énergie interne a la substance aBalye qui provoque I'éjection d’especes
moléculaires essentiellement intactes. Les iongyit® sont généralement [M+H][M-H]"

ou peuvent étre issus de processus de cationigdield] *, [M+Na]", [M+K] . La nature de

la matrice est importante. Elle doit étre solubdmglles mémes solvants que la substance
étudiée de facon a obtenir un dépdét homogéne. Hre,oalle doit présenter une forte
absorption a la longueur d’onde du laser. Mémeé€agide a-cyano-4-hydroxycinnamique
(HCCA) est une matrice couramment employée pouudé des porphyrines, il existe
cependant une gamme assez étendue de composéstpétreautilisée comme matrice en

fonction des caractéristiques des porphyrines éastlie mode ESI est, lui aussi, utilisé pour

" F. Rusconi, J. M. SchmitteAnalusis Magazinel 998 26, 13-17.
8 M. Karas, D. Bachmann, U. Bahr, F. Hillenkaript; J. Mass Spectrom. lon Processk387, 78, 53-68.
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de telles structures et permet d'obtenir I'ion neoléire. L'ionisation par électrospray
consiste a introduire une solution d’échantillomslan caplillaire soumis a un haut potentiel
électriqgue. Les ions formés sous pression atmosplersont alors canalisés dans un

ensemble d’échantilloneurs vers I'analyseur ou eagmvide pousseé.

2-3- Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Depuis les premiers travaux réalisés par Beckepleét en 1959, I'étude de la RMN
des porphyrines a fait I'objet d'un grand nombeepdiblications. Comme tous les composés
aromatiques, les porphyrines possedent un couranttydle important affectant ainsi

I'ensemble des protons du macrocycle.

2-3-1- Spectroscopie RMN du proton

La résonance magnétique nucléaire du proton amgmicaux macrocycles porphyriniques
fournit des spectres tres caractéristiques. En,déecourant de cycle généré par le champ
magneétique (imposé par I'appareil) induit un impattcéne d’anisotropie magnétique dont
'axe est perpendiculaire au plan du macrocyclgyfe 1-10). Ainsi, les protons a l'intérieur
de ce cbne sont blindés alors que les protonsssitu@&xtérieur, dans le plan de la molécule,
sont fortement déblindés. Le spectre RMN est ateadu sur une large zone de plus de 15

ppm.*

° E. D. Becker, R. B. BradleyJ, Chem. Phys1959 31, 1413-1414.
103, M. Craig The Porphyrins Handbook, vol. Bd.K. M. Kadish, K. M. Smith, R. Guilard999
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Figure I-10 : Cone d’anisotropie magnétique d’ungppyrine.

Le spectre RMN'H de la porphine (porphyrine sans aucun substifjpast constitué de 3
singulets a -3,76, 9,74 et 10,50 ppm. Ces signaunk &tribués respectivement aux protons
liés aux atomes d’azote, aux protons des positipsgrroliques et aux protons méthine
(position mesg. Puisque ces derniers sont liés a des carbosestadlement déficients en
électrons, ils sont plus déblindés que les profhpgrroliques. De plus 'unicité des signaux

des protong-pyrroliques s’explique par la tautomeérie des pmetblH internes (Figure 1-11).
fi - pyrrle Hb

Hhb

methine Ha CHCI,

HMS

MNH

e
=

Gippm}

iy

Figure 1-11 : Spectre RMRH de la porphine dans CDZI

Dans le cas de porphyrinemesesubstituées, les substituants affectent davantage
déplacements chimiques des protons du macrocycke aans le cas de porphyrines

S-substituées. Il y a un blindage des protons périghes et un déblindage des protons
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internes dis a une diminution du courant de cytlmtroduction d’'un métal modifie
également sensiblement le spectre. On observe desi variations de déplacements
chimiques des protons périphériqugspyrroligues oumes) selon la nature, le degré
d’oxydation du métal.

Dans le cas des chlorines, on observe une moditiicate I'allure du spectre. En effet,
'absence d’'une double liaison conduit a I'apparitide signaux plus blindés € 5 ppm)

correspondant aux protons du noyau pyrrolidine.

H-7, H-8

A i ' A i A A L ' B i A
2 -

10 5
8 [ppm]

Figure 1-12 : Spectre RMN 1H de la chlorine e6 &thylester dans CDCI3.

Nous représentons ici sur la figure I-12 le specteela chlorine e6 triméthylester ou

apparaissent les protons du noyau pyrrolidine & ggBn et 4,40 pprit:
2-3-2- Spectroscopie RMN du carbone

Le spectre RMN'C du macrocycle porphyrinique se compose essesttielit de trois

™' H. Scheer, J. J. KatPorphyrins and metalloporphyrins, Ed K. M. Smittseier, New Yorki975 399-439.
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Zones :

- Les carbonemesoqui résonnent entre 95 et 120 ppm,
- Les carboneg-pyrroliques qui résonnent vers 130 ppm,
- Les carbones-pyrroliques qui résonnent vers 145 ppm.

Le signal correspondant aux carbonepyrroliques est généralement élargi et assez mal
défini. Ceci est la conséquence directe de la taétie@ des protons NH internes. Ce
phénomeéne peut également affecter dans certaingacmsme des signaux des carbones
S-pyrroliques. Un abaissement de température (-6@8Dnet de ralentir la tautomérie et a
cette température on observe pour les carbeymsroliques deux pics correspondant chacun
a quatre carbonéd.Notons par ailleurs qu'en RMRC, la résonance des noyaux est

relativement peu sensible aux courants de cycle.

2-4- Spectroscopie Infra-Rouge

La spectroscopie Infra-Rouge est trés peu utilipéer la caractérisation des
macrocycles porphyriniques. Cependant, quelqueddsade vibration sont caractéristiques et
notament celles des liaisons N-H pyrrole & 33106332n', des liaisons C-H &
3075-3150 crit ou encore celles des liaisons C-N & 2208-2212 cm

3- Synthéses et préparations

Au cours des 60 dernieres années, l'intérét paumiacrocycles tétrapyrroliques ne cessant
d'augmenter, de nombreuses stratégies de synthes&éeelaborées Ainsi, deux grands types

de porphyrines ont été développés :

- des porphyrines substituées sur les posittbpgrroliques, pour leurs structures semblables
aux porphyrines naturelles,

- des porphyrines substituées sur les positinaso

12R. J. Abraham, G. E. Hawkes, M. F. Hudson, K. khit8 ; J. Chem. Soc., Perkin Trans.1875 3, 204-211.
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Par contre les études sur la formation des chlsraomt plus récentes malgré I'intérét de ces
composeés pour la photochimie (absorption plus itambe vers le rouge) et comme substance

modele pour les processsus biologiques.

Dans ce qui suit, nous nous proposons de fairound’horizon des grandes méthodes de
synthése des macrocycles tétrapyrroliques aveaéfdeence particuliere a I'élaboration de

meseporphyrines et de chlorines.

3-1- Synthese de meso-porphyrines

En 1935, Rothemuntidécrivit pour la premiéere fois la synthése d'uagppyrine symétrique
substituée en positiomeso En faisant réagir, sous atmosphére d'azoteatiéthet le pyrrole
dans le méthanol a diverses températures il a opterec de trés faibles rendementsnése
tétraméthylporphyrine. Dans les mémes conditiongraipires, en utilisant différents
aldéhydes, il a synthétisé diverses porphyrinegapbrcomme substituants des groupes
propyle, butyle, phényle ou encore 4-méthoxyphénile 1941, Rothemurfdaméliore trés
sensiblement ces rendements en faisant réagir wtlasampoule scellée du pyrrole et du

benzaldéhyde en milieu pyridinique a 220°C. Il éealn lamesetétraphénylporphyrine avec

QLA 2

un rendement de I'ordre de 5% (Figure 1-13).

@CHO . // \\ Pyridine _
N A

H

o = O

Figure 1-13 : Méthode de Rothemund appliquée &rithése de la meso-tétraphénylporphyrthe

13p. J. RothemundJ, Am. Chem. Sod935 61, 2912-2915.
14p. J. Rothemund, A. R. Menottl; Am. Chem. Socdl941, 63, 267-270.
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Calvin et coll.™® ont montré qu'il est possible dans les mémes tiondi de doubler le
rendement en ajoutant au milieu réactionnel decttde de zinc. De cette fagon, ils ont
synthétisé lamesetétraphénylporphyrine métallée avec un rendementP6. Ces travaux
sont les premiers d'une importante série de puldita traitant des effets de la présence de
métaux sur ce type de réactions.

En 1967, Adler et Longd ont amélioré significativement la synthése de bgrimes par
condensation d'aldéhydes et de pyrrole. En condensabenzaldéhyde et le pyrrole dans
l'acide propionique a reflux dans un réacteur dueefair libre, ils ont formé lanese
tétraphénylporphyrine avec un rendement supérid@%. La méthode de Adler-Longo, par
ses conditions de réactions plus douces, a peragséter a un éventail beaucoup plus large
demeseporphyrines symeétriques.

En 1975, Littlé" a adapté cette méthode a la syntheésem@searylporphyrines non
symétriques. Cette méthode dite des " aldéhydesemixconsiste a condenser, dans l'acide
propionique a reflux, du pyrrole et deux aldéhyddrents (Figure 1-14). La stoechiométrie

des aldéhydes initiaux permet d’accéder a des pdrn@s mono, di ou trisubstituées.

air, 30 min

R
. 2 ]\ C,H.COOH, reflux
n + (4-n) + 4 >
N

aveci=1ou?2
selon la stoechiométrie
des composés de départ

Figure I-14 : Méthode des aldéhydes mixtes.

*R. H. Ball, G. D. Dorough, M. CalvinJ, Am. Chem. Socl946 68, 2278-2281.

8 A. D. Adler, F. R. Longo, J. D. Finarelli, J. Galdcher, J. Assour, L. Korsakoffl; Org. Chem.1967, 32,
476.

R, G. Little, J. A. Anton, P. A. Loach, J. A. liser). Heterocycl. Chem1975 12, 343-349.

- 26 -



En 1985, GonsalvE&sa montré qu'un mélange de pyrrole et d'alkylaldéhgn présence
d'acide trifluoroacétique en quantité catalytigoeduisait a un porphyrinogéne pouvant étre
oxydé enmesetétraalkylporphyrine avec un bon rendement. Enligpant cette méthode,
Lindsey® a synthétisé un grand nombre mesetétraarylporphyrines. Ainsi, en utilisant du
dichlorométhane, sous courant d'argon et en présatacide de Lewis en quantité
catalytique, il a obtenu, aprés oxydation par uamane, la tétraphénylporphyrine avec un
rendement de 46% (Figure 1-15).

R
// \\ . TFA ou BF,(OEY),
N CH,Cl,, 25C
H

CH,Cl,, 25T

3DDQ

Figure I-15 : Méthode de Lindséy.

Depuis 1986, un tres grand nombre de porphyrinegsigues a pu étre synthétisé suivant ce
protocole, les conditions douces de la méthode dwisky autorisant aussi I'emploi
d'aldéhydes thermiquement peu stables. Les rendsrmptimaux ont été obtenus pour des
concentrations en réactif de d@nol.L™, c'est & dire en milieu dilué et en utilisant coenm

catalyseur le TFA ou le BFéthérate.

8 A. M. A. R. Gonsalves, M. M. Pereirad; Heterocycl. Chem1,985 22, 931-933.
9. S. Lindsey, H. C. Hsu, I. C. Schreimafetrahedron Lett.1986 27, 4969-4970.
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Une autre approche permettant de former des madescietrapyrroliques consiste a utiliser
comme précurseur des dipyrrométhanes. Dans leearfi®s Woodward et MacDon#lant
synthétisé des porphyringssubstituées par réaction d'un dipyrrométhane ndstgué sur
les positions 5 et 5' avec un 5,5'-bisformyldipyméthane. La méthode de MacDonald,
connue sous le nom de méthode " 2+2 ", conduit dangremier temps a la formation d'un
porphyrinogene qui est, dans un second temps, qegdéne quinone. Cette stratégie a par la
suite été trés largement étudiée et appliquée sytdhése dameseporphyrines et plus
particulierement a la synthésetdgns meseporphyrines (Figure 1-16).

QLA

1) TFA, CH,CI,

2) DDQ

(o= O

Figure I-16 : Adaptation de la méthode MacDona®32 " a la synthese de trans meso-
porphyrines.
3-2- Synthese de porphyringssubstituées
3-2-1- A partir d'unité monopyrrolique
L'une des principales stratégies de synthése arttligles unités monopyrroliques est la

tétramérisation de pyrroles non substitués enipasitt en présence de composés assurant la

formation des ponts méthine. Ainsi, Treibs et Hi3eont obtenu I'octaméthylporphyrine par

2 3) R. B. Woodward Angew. Chem.]96Q 72, 651-662b) R. B.Woodward Pure Appl. Chem.1961, 2,
383-404.c) G.P. Arsenault, E. Bullock, S.F. MacDonalél Am. Chem. Sod96Q 82, 4384-4389.
LA, Treibs, N. Haberle Liebigs Ann. Chem1968 718, 183-207.
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réaction de 3,4-diméthylpyrrole avec le formaldéhythns I'acide acétique en présence de

pyridine avec un rendement de 77% (Figure 1-17).

/A \ . )k CH,COOH / pyridine

-

Iz

Figure 1-17 : Synthése de I'octaméthylporphyrihe.

Une autre approche importante passe par la contitamsie pyrroles substitués en position 2
et/ou 5.

R R R R
U\ M
N CH,NMe, HoOC N CH,OH
H H

Sieldel et Winkle¥ ont synthétisé de cette facon plusieurs porphyrjfissibstituées en
chauffant, a sec ou en solution, des pyrroles sanigd au composB. Par ailleurs, la
condensation de pyrrole de type suivie d'une oxydation par l'air permet d'obtetés
porphyrines symétriques avec de bons rendementiypEale réaction ne donne des résultats
satisfaisants que si les deux positigasyrroliques sont substituées.

En 1996, Smitt a présenté une nouvelle méthode permettant d'optenpartir d'unités

monopyrroliques, des octaalkylporphyrines syméagjisomeriquement pures portant deux

22\, Siedel, F. Winkler Liebigs Ann. Chem1943 54, 162-201.
L. T. Nguyen, M. O. Senge, K. M. Smitll.;Org. Chem.1996 61, 998-1003.

-29.-



types de substituants différents (Figure [-18).

Et Et

Et Et Me Me

Me,NH,C CH,NMe, N MeOH
H

H Me Me

Et Et

Figure 1-18 : Synthése de la tétraéthyl-tétramgtbrphyrine®®

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

un mélange complexe de porphyrines.

3-2-2- A partir d'unités di et tripyrroliques

Cette voie utilisant des intermédiaires de typeymgméthane ou dipyrrométhéene n'est
adaptée qu'a la synthése de porphyrines centrosgoed ou ayant une symétrie dans l'une
ou l'autre moitié de la molécule. Ainsi I'équipeFdschet* a synthétisé, dans les années 1920-
1930, de nombreuses porphyriresubstituées a partir de dipyrrométhénes dansalesngs

organiques acides a des températures supérie@¥’@ (Figure 1-19).

R CH,
H,C A A g
\ N +N=—
H H
Br B®  ch,

24 H. Fischer, H. Friedrich, W. Lamatsch, K. Morgehrg Techn. Hochschule, Munchen. Anh928 466,
147-178.
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Figure 1-19 : Dipyrrométhénes utilisés par FiscHer.

En 1960, Woodward et MacDonald ont utilisé comméprseurs des unités dipyrrométhane.
La méthode "2+2 ", que nous avons décrite précédsrh pour la synthese dmeso-
porphyrines, est souvent préférée a celle de Figober ses conditions réactionnelles plus
douces.

Ces dernieres années, une nouvelle approche nothBrde" est apparue. Celle-ci consiste a
condenser un tripyrrane sur un diformyl-pyrroler Bette méthode, il est possible de former
des porphyriness-substituées mono-fonctionnalisées ou di-fonctitiséas sur le méme

pyrrole avec des rendements de 'ordre de 35% I(&ig0)

/A

OHC™ N~ ~CHO
4 1) TFA, CH,CI, COOMe
N 2) Et.N

MeOOC 3)bDQ

I\ [\ I\
HOOC™ N N N~ COOH
H H H

Figure 1-20 : Exemple de synthése par la méthagtel"" 2

3-3- Synthese de chlorines

Rappelons qu’une chlorine dérive structuralemenné’porphyrine par la réduction d’'une
double liaison en positioft pyrrolique. Dans les années 40, Fis¢hedécrit 'oxydation des
octa-alkylporphyrines par le tétraoxyde d’osmiuminaid’obtenir la dihydrochlorine

correspondante. Cette méthode a permise a Bruekr2olphirt’ de synthétiser lanese2,3-

%], L. Sessler, J. W. Genge, A. Urbach, P. Sanssynlett, 1996 2, 187-188.
% H. Fisher, H. Pfeiffer Liebigs Ann. Chem1944 556, 131-153.
27'C. Briickner, D. Dolphin Tetrahedron Letf.1995 36, 3925-3928.
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dihydroxytétraphénylchlorine (Figure 1-21).

QLA

1) 0sO, (1,2 éq.), 2,5% pyridine/ CHCI,
2) H,S

o =0

Figure 1-21 : Synthése de la meso-2,3-dihydroxg#iénylchloring’

s s 7

Une autre voie de synthése des chlorines a été&éalar Whitlock etoll.?® avec la méthode
de réduction des porphyrines par les diimidesoiis ainsi réduit 'octaéthylporphyrine en
octaéthylchlorine, avec lpara-toluenesulfonylhydrazide. Ce procédé a permis anBt et

coll.?® de synthétiser lmetatétrahydroxyphénylchlorine (Figure 1-22).

2 H. W. Whitlock, R. Hanauer, M. Y. Oester, B. K.\Ber ;J. Org. Chem.1968 33, 2169-2171.
2 R. Bonnet, M. J. Dimsdale, G. F. StephensdnGhem. Sog1969 564-570.
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OH

QA

p-toluenesulfonylhydrazide
K,CO,/ pyridine, A

HO
m-tétrahydroxyphénylchlorine (m-THPC)

p-toluénesulfonyl o-chloranil

hydrazide

HO 0

HO

m-tétrahydroxyphénylporphyrine (m-THPP)

HO
m-tétrahydroxyphénylbactériochlorine (m-THPBC)

Figure 1-22 : Synthése de la meta-tétrahydroxyploéhyrine (m-THPCY?

4- Domaines d’applications des porphyrines

Comme nous l'avons décrit préecédemment, les pompdg naturelles, sous forme
métallées et parfois bases libres, sont impligudass les chaines d’oxydoréduction
thermiques ou photochimiques des milieux biologigguees complexes métalloporphyrines
sont notament utilisés en catalyse d’oxygénatia@s premiers résultats ont été obtenus par
Groves etcoll.* qui ont réalisé I'époxydation d'oléfines ainsi dileydroxylation d’alcanes.
Dans ces réactions, I'iodosylbenzéne est utilig@roe donneur d’oxygéne et la Fe(TTP)CI

comme catalyseur (Figure 1-22).

30J.T. Groves, T. E. Nemo, R. S. Myets Am. Chem. Sqd979 101, 1032-1033.
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Figure 1-23 : Quelques exemples de réaction d’égatign°

Les porphyrines de fer ou de manganése catalysdamansfert d'un atome d’oxygéne d'un
donneur a un substrat par formation transitoirexdiarivé oxo-métallique. L’iodosylbenzéne
est le donneur d'oxygéene le plus couramment utilisais il peut étre remplacé par
I'hypochlorite de sodium, par 'oxygene en présedame source d’électrons ou encore par

un peroxyde.

Un autre processus utilisant les macrocycles ponplgyes est la transformation
photochimique de I'eau en hydrogéne. Ce procesda# Hobjet de nombreux travaux en
raison de son impact potentiel dans le domaineédesgies renouvelablésll consiste a
exciter sous l'action de la lumiere visible un pis®Ensibilisateur (S) qui va transférer un de
ces électrons a une substance relais (le méthgtgole) et décomposer I'eau catalytiguement
pour obtenir le dihydrogene. A l'autre extrémitéldehaine se trouve un donneur (D) qui va
restituer un électron au photosensibilisateur. lonn@éur sera alors oxydé et détruit
(Figure 1-24).

31J. M. Lehn, M. Kirch, J.-P. Sauvage, R. Ziesdsd Recherche198Q 11, 205.
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Lumiere

® Q
D S MV 1/2 H, + OH
S *
& S(J 2®
MV H,0

D : donneur d'électron S* : photosensibilisateur oxydé
D* : donneur d'électron oxydé MV : méthylviologene
S* : photosensibilisateur excité par la lumiére Pt : catalyseur

Figure 1-24 : Transformation photochimique de I'eauhydrogéné:

Un systeme similaire a été envisagé pour prodwréakygene a partir de I'eati.Dans ce
cas, I'eau sera photochimiquement oxydée. Toutalthble photosensibilisateur (S) excité
s’oxyde en donnant un électron a un accepteur Bajtp Il va ensuite prendre un électron au
catalyseur (dioxide de Ruthénium) et ce dernievedant deficient en électron, va oxyder
'eau et entrainer la formation d’oxygéne (FigwZb). Un tel systeme constitue en théorie
une source inépuisable d’énergie mais il demeurepmetique limité en raison de la

dégradation du photosensibilisateur et de la consation du donneur.

Lumiére
€
1
. /,0,+H
A S
e )
A : accepteur d'électron S : photosensibilisateur
A : accepteur réduit S* : photosensibilisateur excité par la lumiére

S* : photosensibilisateur oxydé

%2 . R.Milgrom ; The Colors of Life: an Introduction to the Chemjstf Porphyrins and Related Compounds
Oxford Univ Press, UK1997, 151.
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Figure 1-25 : Transformation photochimique de I'eauoxygéné?

5- Application : La photothérapie dynamique

5-1- Principe

La photothérapie est une nouvelle technique deetra&int du cancer qui fait appel a un agent
photosensible localisé au niveau du tissu tumaftattivation par la lumiere rend alors celui-
ci cytotoxique. La premiére étape consiste a intireg généralement par voie intraveineuse,
'agent photosensible. La tumeur qui a concenttéagent est alors exposée a une lumiéere de
longueur d’'onde capable d'induire un mécanisme gtfomique et dont les agents
intermédiaires sont des espéces actives d’oxydénéeraction de ces espéces avec le milieu
intracellulaire endommage les membranes et diveganites conduisant a la mort cellulaire
(Figure 1-26).

N &3
‘ Apres qg. i@b Apres qg.
meurt =—> P —
— minutes heures
Tissus sain 3 Q@
Irradiation
lumineuse
Injection de
porphyrines

Figure 1-26 : Représentation schématique du prendipla PDT.

5-2- Historique
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L’héliothérapie est connue depuis de nombreux esedtierodote (5 siecles avant J.-C.) nota
les effets bénéfiques du soleil sur la croissasseuse, tandis qu’Hippocrate (460-376 avant
J.-C.) mentionna son utilisation dans le traiteminplusieurs maladies humaines. Le terme
photothérapie est di au scientifique islandaisdfind860-1904) qui s’est consacré a I'étude
des effets thérapeutiques des divers rayons duirepdaire notamment pour traiter et guérir
le “Lupus vulgaris, maladie de la peau trés courante dans les pagsgnes®® En 1903,
Jesionek et von Tappeitiont posé les bases de la photothérapie antituenaydce a
l'utilisation combinée de la lumiére et de l'éosimppliguées localement aux tumeurs
cancéreuses. En 1908, Haussmfamanmontré la photosensibilité de souris exposéés a
lumiére, aprés une injection d’hématoporphyrinette€Cgensibilité s’est averé étre fonction de
la quantité de sensibilisateur et de lumi€&eq ans plus tard, Meyer-Béta ressenti une
forte photosensibilité apres s’étre préalablemejeictié 200 mg d’hématoporphyrine. Celle-ci
s’est traduite par un cedeme et une hyperpigmentgtio dura deux moidJne observation
importante a été faite a Lyon par Policardn 1924 qui a constaté la fluorescence de
porphyrines naturelles dans certaines tumeursariaiinsi, pour la premiére fois, la relation
entre cancer et porphyrindses travaux de Figdeont été les premiers a montrer le potentiel
des porphyrines et notamment de I'hématoporphyaanes le traitement de certains cancers.
Néanmoins Lipson a noté que le manque de spééifitet ce photosensibilisateur pour les
tissus cancéreux peut engendrer de graves lésieasstislsus sains lors du traitement
photodynamique. Lipséha introduit alors un dérivé de I'hématoporphyriftdpD) et a
démontré la localisation, avec un degré élevé, mephyrines dans les tissus cancéreux
permettant la visualisation des zones tumoralesrgatiation dans l'ultraviolet (fluorescence
rouge des porphyrines). Pendant une dizaine d'anméecomposeé a été utilisé comme agent
diagnostique de certains cancers. Ce n'est qu'é e le dérivé d’hématoporphyrine a
connu un développement rapide comme agent théigpeutgrace aux travaux de

Dougherty’, qui montrent I'efficacité de la photothérapie dgmique des cancers sur des

®N. F. Finsen Phototherapy. London: ArnoJd 901

34 A. Jesionek, H. von Tappeinekunch. Med. Wochenschl903 41, 2042-2051.

%5 W. HaussmannBiochem. 7191Q 30, 276-316.

% F. Meyer-Betz Ptsch. Arch. Klin. Med1913 112, 476-503.

37 A. Policard, A. Leulier C. R. Acad. Sci. Soc. Bipl924 91, 1423-1424.

3 F. H. J. Figge, G. S. Weiland, L. O. J. ManganielProc. Soc. Exp. Biol. Medl1948 68, 640-641.
%R. L. Lipson, E. J. BaldesArch. Dermatol, 196Q 82, 508-516.

“0T.J. Dougherty J. Natl. Cancer Inst1974 52, 1133-1136.
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modeéles animaux puis sur des humaierallélement a ces recherches, Weistaaptontré
gue l'absorption d’énergie lumineuse par la HpDuihda formation d’oxygéne singulet,
agent responsable de la destruction des tissus9&#h Doughert{ a obtenu, par purification
de la HpD, un mélange composé essentiellementgdioiéres reliés par des ponts éther et/ou
ester Cette fraction active est commercialisé sous le raenPhotofrifi et est utilisé
cliniguement de nos jours. En raison d’'une effigagratique restreinte et du fait que son
application entraine, a long terme, une photosdissition cutanée, d’autres
photosensibilisateurs sont développés, parmi lésqaeFoscan® oum-THPC et I'acide 5-
aminolévulinique (5-ALA). Le 5-ALA, précurseur natlides porphyrines, est utilisé a la fois
pour le diagnnostic et le traitement des tumeutan&es. Son absorption préférentielle par les
cellules tumorales entraine une accumulation deopoophyrine IX dans ces dernieres, qui
montrent une intense fluorescence rouge lorsqg'albmt irradiées par la lumiere ultraviolette
(A ~ 400 nm). L’accumulation de protoporphyrine 1X eaffisante pour rendre ces cellules
photosensibles et permettre leur élimination auidgesd’une illumination prolongée par la

lumiére visible*® 4

Depuis la fin des années 70, certains cancersteaitdés par la photothérapie dynamique,
notamment ceux de la peau, du poumon, de I'cesopbada vessie ou encore de I'estomac.
Associée a une bonne sélectivité des chromophornes gaitement lumineux localisé, cette

thérapie s’avere peu traumatisante et peu agrepsivele patient. Les recherches actuelles
s’orientent donc vers le développement de nouvegaotosensibilisateurs plus sélectifs et

possédant une absorption plus importante aux fmtegieurs d’onde.

5-3- Mécanisme et processus photochimique

La majorité des photosensibilisateurs présentealserption optimale dans l'ultraviolet, le
violet ou le bleu spectral, cependant I'irradiattomineuse en PDT s’effectue habituellement
en lumiére rouge car elle permet une pénétratioplue d’'un millimetre au niveau tissulaire.

Le spectre d’absorption de 'heme présente unménse autour de 420 nm et en raison de la

*1K. R. Weishaupt, C. J. Gomer, T. J. Doughe®ancer Res1976 36, 2326-2329.

“2T_J. Dougherty; W. R. Potter, K. R. Weishauptog. Clin. Biol. Res.1984 170, 301-314.

3 D. Zaak, M. Kriegmair, H. Stepp, H. Stepp, R. Baamner, R. Oberneder, P. Schneede, S. Corvin,
D. Frimberger, R. Knuchelrology, 2001, 57, 690-694.

*H. Messmann, E. Endlicher, C. M. Gelbmann, J. Bohkiich; Digest. Liver Dis.2002 34, 754-761.
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présence de vaisseaux de petites et/ou de langensiions localisés au niveau des tissus, les
plus courtes longueurs d’onde sont sujettes a desfwvariations d’intensité lumineuse. En
PDT, des cellules tumorales peuvent étre alorstisotes a I'action de la lumiéere au voisinage
d’'un vaisseau et survivre a l'irradiation. Cepertdeertaines restrictions a l'usage de la
lumiére rouge existent. En effet, en raison de ifpeatsion lumineuse et de I'absorption
minimale du sang (et des tissus), les longues kmgud’ onde (> 800 nm), ne pénetrent que
guelques millimétres dans les tissus. Le rayontdade la PDT est habituellement inférieur
a 1 cm cependant pour des tumeurs plus épaissesuliiples séances d’irradiation sont
nécessaires en pratique, en insérant, par exeplpEeurs fibres optiques a l'intérieur du

volume tumoral.

A la suite de I'absorption d’'un photon, le photasibilisateur se retrouve excité. Il existe
alors plusieurs possibilités de retour a son @adldmental. L’'une d’elle est la fluorescence.
Cependant pour étre un photosensibilisateur pefenine molécule doit pouvoir stocker
'énergie plus longtemps (micro ou milliseconde)ett€ situation est possible lorsque
I'électron excité change d’état de spin, donna@t la une situation transitoire dénommée
conversion intersystéme. Le photosensibilisateuit@&se retrouve ainsi a I'état triplet. Il peut
alors retourner a l'état fondamental (phénomeéneplklesphorescence) ou transférer son
énergie aux molécules environnantes et notammdiixygene. Le photosensibilisateur, a
I'état fondamental, est alors ainsi de nouveauatigge pour I'absorption d’un autre photon.
Par conséquent, celui-ci agit comme un catalyselurtrgnsfere I'énergie lumineuse aux
molécules de dioxygéne générant ainsi des esp@segehctives et nocives pour les structures
intracellulaires telles que les lipides membrarsaioe les enzyme8.Ces especes peuvent
méme altérer ou détruire le photosensibilisatenduisant ainsi la formation de photo-
produits et la perte progressive de la photosdissibon et de la fluorescence (photo-

blanchiment) survenant en cours d’irradiation.

Sous l'effet du transfert d’énergie, les molécudesdioxygéne environnantes peuvent réagir
soit par réaction de transfert d’électron par €mmtédiaire d'un substrat (mécanisme de type
) soit par réaction de transfert d’énergie (mésana de type Il). Dans la réaction de type |
des radicaux libres sont formés conduisant a ldymtion de radicaux hautement réactifs (O

, OH) et a la production de@eroxyde d’hydrogéene (bD.).* Toutefois, la majorité des

*5N. Kaul, H. J. FormanToxicology of Human Environme200Q 311-335.
*® C. S. Foote Photochem. Photobigl1991 54, 659.
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photosensibilisateurs utilisés en PDT agissentcgralement via le mécanisme de type Il au

cours duquel I'oxygéne singulép) est produit (Figure 1-27).

Porphyrine I
état excité singulet | C.I.S. = Conversion intersysteme
g 4+ cis

0
s,
0
*

état excité triplet

. £ 8’
§ Mécanisme
hy § Destruction (de Type I
v v o] " de la tumeur
C J
Porphyrine Substrat
état fondamental Réactions Mécanisme

.
Substrat > radicalaires de Type |

Porphyrine ]

Fluorescence
J

Absorption
Conversion interne

J

Figure 1-27 : Mécanisme photochimique de la PDT.

L’oxygene singulet peut réagir avec pratiquemenites les biomolécules présentant des
liaisons nt telles que les phospholipides, le cholestérol, desles aminés (principalement
tryptophane, histidine, méthionine) ainsi que dees bases nucléiques (guanifie).
Cependant son temps de vie étant trés court (déréae la nanoseconde), son rayon d’action
se limite a son site de formatiéhLes organites cellulaires atteints dépendent alarsite
d’accumulation du photosensibilisateur utilisé. hature de celui-ci joue donc un réle
important dans les sites d’attaque de I'oxygénguet® L'ensemble de ces processus va
provoquer I'inactivation d’un grand nombre de cdnsnts cellulaires importants, d'un point

de vue structural mais aussi métabolique, ce gemainer la mort de la cellule.

“"E. D. Sternberg, D. Dolphin, C. BriickneFetrahedron1998 54, 4151-4202.
“8 J. Moan Photochem. Photobigl199Q 6, 343-347.
“9W. Henderson, T. J. Dougherthotochem. Photobigl1992 55, 145-147.
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5-4- Les différents photosensibilisateurs utilisgs PDT

La recherche et le développement de nouveaux pmdidslisateurs sont un probleme

complexe car ils doivent répondre a des criteres téfinis :

- étre non-toxique en absence de lumiere.

- étre de composition parfaitement définie.

- avoir une grande sélectivité vis a vis des cefiulmorales.

- posséder une absorption optimale entre 650 en@D@our une plus grande pénétration de
la lumiere dans les tissus.

- avoir un rendement quantique en oxygene singléet.

- étre amphiphile pour s’incorporer au mieux dassdrganites cellulaires.

- avoir une durée de vie plasmatique suffisamnamgue.

Les photosensiblisateurs de premiére génératiamupgnt ’lhématoporphyrine associé a ses
dérivés et notamment le PhotoftirL.’hématoporphyrine est isolée a partir de I'héinbine
traitée en milieu acide. C’est un produit aisémaptienu mais il ne présente pas de réelle

sélectivité vis a vis des cellules cancéreusegu(Eil-28)

HOOC

HOOC

OH

HO

Figure 1-28 : Structure de 'hématoporphyrine.
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Le dérivé d’hématoporphyrine (HpD) est obtenu paitément acide (acide acétique et acide
sulfurique) de I'hnématoporphyrine puis saponifioatides produits acétylés. Une étude par
chromatographie liquide haute performance (HPLChimgo que ce mélange contient de
’hématoporphyrine (20%), de [I'hydroxyéthylvinyldewoporphyrine (20-30%), de la
protoporphyrine (3-5%) ainsi que des oligomérepadmhyrines (2 a 6 unités) reliées entre
elles par des ponts éther, esters et/ou carbobear Les monomeres semblent avoir une
activité anti-tumorale réduite. Doughertyoetl.>® parviennent alors a obtenir, par purification
partielle du dérivé de I'hématoporphyrine, un mékn appelé Photoffth composé
essentiellement de diméres (DHE) (Figure 1-29) ’eligbméres dont les unités sont reliées

par un pont éther ou ester.

COOH

COOH

Y

pont ether

OH

pont ester

HO

0 T. J. Dougherty; W. R. Potter, K. R. Weishaugtrogress in Clinical and Biological Researct984 170,
301-314.
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Figure 1-29 : Structures des fractions actives dat&¥rin®.

Ce composé est utilisé dans le traitement de twsna@sentes au niveau des bronches et de
'cesophage. Cependant il existe un délai assezdatrg l'injection des photosensibilisateurs
de premiére génération et le traitement luminewxplxs cette pharmacocinétique est couplée
avec une biodégradation relativement lente du @eoisibilisateur. Le traitement avec ces
molécules reste contraignant puisque le patierit@dtier une exposition a la lumiere durant

guatre a huit semainés.

Devant le peu de sélectivité de ces composés vis-@les cellules cancéreuses et une
application restreinte aux tumeurs superficieltEs,nombreux travaux se sont orientés vers
des photosensibilisateurs plus spécifiques et ¢tepabiabsorber des lumieres de longueurs
d’'ondes plus élevées afin d’obtenir un traitemembiheux efficace pour des tumeurs plus
profondes. Les recherches se sont tournées verphigsensibilisateurs de structure bien
définie. Ces photosensibilisateurs, dits de secayaeration, possedent I'avantage d'étre
eliminés rapidement par I'organisme, évitant aims photosensibilité prolongée du patient.
lls comprennent plusieurs classes de moléculessteflie les chlorine§¢scarf, Npe6), les

purpurines (Purlytifi), les texaphyrines (Xcytrfh Lutrin®) ou encore des précurseurs de

porphyrines (5-ALA).

La tétra-tMetahydroxy)phényl)chlorinerGTHPC), commercialisée en 2002 sous le nom de
Foscafi (Figure 1-30), posséde un coefficient d’absorpti@rs élevé dans le rougex 29600
mol*.L.cm? dans le méthansfet la durée de vie, relativement longue de I'étatité, lui
confére un rendement quantique important en oxygémgilet. Seulement, il THPC reste
peu sélective vis-a-vis des tumeurs. Une illumoratrés précise de la cible a traiter doit étre
alors de rigueur pour épargner au maximum lesdissisins et ce composé s’est avéré étre

un bon candidat pour le traitement des cancera geoktate ou du pancréas’

*L M. M. Ressler, R. K. PandeyfCHEMTECH 1998 28, 39-45.

*2R. Bonnett, B. D. Djelal, A. NguyenJ; Porphyrins Phthalocyaning8001, 5, 652-661.

* T. R. Nathan, D. E. Whitelaw, S. C. Chang, W. Re$, P. M. Ripley, H. Payne, M. C. Parkinson,
M. Emberton, A. R. Gilliams, A. R. Mundy, S. G. BowJ. Urol., 2002 168, 1427-1432.

* 3. G. Bown, A. Z. Rogowska, D. E. Whitelaw, W. Rees, L. B. Lovat, P. Ripley, L. Jones, P. Wyld,
A. Gilliams, A. W. R. Hatfield Gut, 2002 50, 549-557.
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OH

OH

HO

HO

Figure 1-30 : Structure du Fos¢an

Des dérivés de la chlorophylle sont également ésudour leurs applications en PDT
et notamment la chlorine e6 (Figure 1-31). Outre @bsorption intéressante vers 660 nm,
cette molécule présente une pharmacocinétique etbiodégradation rapide, l'irradiation
devant intervenir peu de temps aprés linjection&$sociée a l'acide L-aspartique, la
chlorine e6 devient alors un photosensibilisatellectif puisque des travaux, effectués sur
des souris, mettent en évidence une fluorescemerdlle cing fois supérieure a celle des
autres tissus, 72 heures apres l'injection du ca®p® La mono-L-aspartyl chlorine e6 est
testée (phase | et Il) pour le traitement de tuseutanées.

% G. A. Kostenich, I. N. Zhuravkin, E. A. ZhavridPhotochem. Photobigl1994 22, 211-217.

* K. Aizawa, T. Okunaka, T. Othani, H. Kawabe, Y.s¥aaka, S. O'Hata, N. Ohtomo, K. Nishimiya,
C. Konaka, H. Kato, Y. Hayata, T. SaitBhotochem. Photobiql1987, 46, 789-793.

" T. J. Dougherty Photochem. Photobigl1993 58, 895-900.
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Figure I-31 : Structures de la chlorine e6 et de¢ao-L-aspartylchlorine e6.

Les purpurines sont des molécules de la famillectdsrines qui possedent un cycle
accolé au squelette porphyrinique de base. Laliséalbecherchée pour les chlorines de
synthése est ainsi obtenue et I'exocycle confareti@ molécule une absorption vers 660 nm.
L'éthylétiopurpurine d’étain est un dérivé commalicé sous le nom de Purlytin®
(Figure 1-32). Il est étudié pour le cancer deHaspaté® et est utilisé pour la dégénérescence
maculaire liee a I'adge (DMLA). Cependant la faibtabilité de cette molécule dans I'eau pose
un probléme pour le traitement in vivo. Les rechescs’orientent vers une dilution de ces

composeés avec des agents émulsifiants composédel@gas (Cremophor®j.

3. H. Selman, D. Albrecht, R. W. Keck, P. Brenrankond ;J. Urology, 2001, 165, 1795-1801.
9 M. Kreimer-Birnbaum Seminars in Hematolog$989 26, 157-173.
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Figure 1-32 : Structure de la Purlytin

Contrairement aux porphyrines, les texaphyrinesaor@ pas des composés tétrapyrroliques
mais tripyrroliques. En effet elles ne posseders gaatre mais cinq azotes internes. Ces
molécules peuvent se complexer avec une large demectaux et notamment avec ceux de la
série des lanthanides. L'insertion du métal estgdament accompagnée de la liaison de
ligands riches en oxygéefe. Plusieurs molécules de ce type sont actuellement
commercialisées sous les noms de Xc$iridérivé de Gadolinium(lll) utilisé contre des
tumeurs métastasiques du cerveau ou LUtrihérivé de lutetium(lll) préconisé pour le
traitement de cancers récurrents du sein (Fig@®).1Ces métallotexaphyrines présentent une
trés bonne sélectivité pour les cellules tumoralasi qu’'une forte bande d’absorption entre
730 et 770 nm permettant une bonne pénétratiomieuse a travers les tissus. De plus I'état
triplet relativement long de ces composés amene pmeuction efficace en oxygene
singulet®* L'irradiation peut étre effectuée trois heures agh@jection de ces molécules et

leur élimination rapide par I'organisme assure phetosensibilité réduite du patient.

0. L. Sessler, R. A. MillerBiochem. Pharm200Q 59, 733-739.
L A. Harriman, B. G. Maiya, T. Murai, G. Hemmi, J. Sessler, T. E. Thomas); Chem. Soc. Chem. Comm.
1989 5, 314-316.
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O(CH,CH,0),Me

O(CH,CH,0),Me

Ln= Gd(lIl) ou Lu(lll)

Figure 1-33 : Structures du Xcytrin® et du Lutrin®.

Une autre approche utilisée en photothérapie dymaniest la synthése de porphyrines
endogenes. Ainsi I'acide 5-aminolévulinique (5-AL&gt un précurseur de la biosynthése de
’héme et par conséquent de la protoporphyrineagent photosensibilisateur (Figure 1-34).
La conversion relativement lente de la protoporpteyrlX en heme, ainsi qu’un apport
exogene de 5-ALA, permet d’obtenir des concentnatiélevées en protoporphyrine IX dans
les cellules. Il est possible alors d'irradier lameur afin de déclencher le processus
photochimique de la PD De plus ces porphyrines se dégradent rapidementlaxggene
singulet qu’elles produisent (photoblanchimentjiuisant les phénomeénes de photosensibilité
du patient. L’'acide 5-aminolévulinique s’avere tefficace dans le traitement des cancers
cutanés? L'activation lumineuse s’effectue trois a six hesiapres I'application locale de cet

aminoacide.

62C. J. Kelty, N. J. Brown, M. W. R. Reed, R. AckdoyPhotochem. Photobigl2002 1, 158-168.
® R. R. Allison, G. H. Downie, R. Cuenca, X.-H. HD, J. H. Childs, C. H. SibataPhotodiagn. Photodyn.
Ther, 2004 1, 27-42.
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Acide 5-aminolévulinique J
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COOH /

COOH

Protoporphyrine 1X

Figure I-34 : Schéma de la protoporphyrine IX &ipde I'acide 5-aminolévulinique.

5-5- Autres applications thérapeutiques

Les photosensibilisateurs et la photothérapie dyemaen trouvent des applications dans
d’autres domaines que les traitements anticancéreiexemple le plus marquant est
l'utilisation d’'un dérivé de benzoporphyrine dans traitement de la cécité. La vertéporfine

est commercialisé dans une formulation liposonsales le nom de VisudyfigFigure I-35).
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H,CO0C

H,CO0C

Figure I-35 : Structure de la vertéporfine.

Cette molécule est indiquée dans les cas de dé&g@memaculaire liee a 'age (DMLA) chez
les patients présentant une néovascularisationoitienne causant une perte de vision
centrale. La DMLA touche essentiellement les pamssrde plus de 50 attd.a sélectivité de
cette molécule s’effectue essentiellement pardeslaes lipoprotéines de faible densité (LDL)
dont les récepteurs sont surexprimés au niveawadgdvascularisation choroidienne. La
vertéporfine forme des complexes avec les LDL eixasd sont acheminés vers les
néo-vaisseaux. La formulation liposomiale permetugmenter la solubilité et la sélectivité
vis-a-vis des protéines sanguines. La moléculerestiée a la longueur d’onde de 689 nm par
une lumiere laser, 15 a 30 minutes apres l'injectid_'oxygene actif (oxygéne singulet)
cause alors des dommages aux néo-vaisseaux abatitiska vasoconstriction et I'occlusion

de ceux-ci.

Une autre utilisation des photosensibilisateurs l@gbhotochimiothérapie antimicrobienne
(PACT)® Le processus photochimique générant I'oxygeneussh@ndommage I'’ADN et les
sites membranaires bactériens. Cependant en raisola nature de la bactérie, certains

% G. Soubrane, N. M. BressleBr. J. Ophthalmo|.2001, 85, 483-495.

®5K. J. Messmer, S. R. AbeAnn. Pharmacother2001, 35, 1593-1598.

V. Sol, P. Branland, V. Chaleix, R. Granet, M. [®on, F. Lamarche, B. Verneuil, P. KrausBiporg. Med.
Chem. Let.2004 14, 4207-4211.
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photosensibilisateurs semblent inadéquats. En, gifetr les Gram, les photosensibilisateurs
anioniques sont inefficaces. Les photosensibilisateationiques, quant a eux, montrent une
activité antibactérienne vis-a-vis des types Gramet les Gram™® De plus, la
photochimiothérapie peut étre un traitement alt#raex maladies ou les bactéries présentent
des résistances multiples aux drogues. Ainsi I'tépmphyrine et la
tétrafN-méthylpyridyl)porphyrine (Figure 1-36) photoinacgi respectivement,
Staphylococcus aureugbactérie Gram') et Acinetobacter baumannifbactérie Gram),

responsables de trés nombreuses infections nosalesfir®

Figure 1-36 : Structure de la téthtMméthylpyridyl)porphyrine (TMPyP).

Mais les macrocycles n'ont pas besoin d'étre syat&gmement activés par la lumiére pour
posséder une application thérapeutique. Ainsi,acees porphyrines sulfonatées possedent
des propriétés antivirales, notamment contre le YAHus d’immunodéficience humaine).
Elles interferent dans la liaison virus - récepsecellulaires, inhibant ainsi la réplication du
virus/® D’autres porphyrines, métallées et chargées, paeweefixer a I'’ADN et couper celui-
ci. Le role de catalyseur d’oxydation du macrocyuktallé est alors utilisé, en présence d’un

7K. O'Riordan, O. E. Akilov, T. HasarPhotodiagn. Photodyn. TheR005 2, 247-262.

% G. Bertoloni, F. M. Lauro, G. Cortella, M. Merchdiochem. BiophysActa,200Q 1475, 169-174.

%Y. Nitzan, H. AshkenaziCurr. Microbiol., 200, 42, 408-414.

D, W. Dixon, A. F. Gill, L. Giribabu, A. N. VzorgvA. B. Alam, R. W. CompasJ. Inorg. Biochem.2005
99, 813-821.

-50 -



donneur d’'oxygéne, pour endommager les bases guekdt

Cependant les applications thérapeutiques et notalm@hotothérapie ne sont des processus
efficaces que si les photosensibilisateurs sontovisés vers les cellules cibles. Ainsi la
fixation sur le macrocycle de substituants capalilédre reconnu par les recepteurs
membranaires se révele tres importante. Au labioeatoous avons développé la synthése de
porphyrines glycosylées qui sont reconnues par léesines, récepteurs membranaires
surexprimés par les cellules cancéreudskes.peptide RGD est également un autre substituant
greffé sur le macrocycle qui cible spécifiguemesd intégrinesayfs; des néo-vaisseaux
formés a la périphérie des tumeurs (Figure 1:37).

HO O OH
OH

HOHO

0
OH
4/\ o) o} o) o
" ) {7 "
o)

oY Q.

HO 9O OH

HOHO

"' B. Mestre, A. Jakobs, G. Pratviel, B. Meuni@igchemistry 1996 35, 9140-9149.

2. Sol, J. C. Blais, V. Carre, R. Granet, M. Gafitin, M. Spiro, P. Krausz J. Org. Chem.1999 64,
4431-4444,

3 V. Chaleix, V. Sol, M. Guilloton, R. Granet, P.d0Usz Tetrahedron Letf.2004 45, 5295-5299.
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Figure 1-37 : Structures de porphyrines vectorigéésd

6- Les polyamines

Notre finalité étant de fixer des polyamines sess dhlorines, nous proposons de faire

un état des lieux tant sur le plan chimique qudesptan biologique.
6-1- Généralités

Les polyamines linéaires, telles que la putresciaespermidine et la spermine sont des
molécules présentes dans toutes les cellules @saqt’elles soient procaryotes comme les
bactéries ou eucaryotes comme les champignongelades végétales et animales. Elles
possédent une chaine carbonée aliphatique comp@tamoins deux fonctions amines et
sont essentielles pour la croissance et le fonactiorent des cellules vivantés.

La spermidine et la spermine ont été découverted,6&8, par van Leeuwenhoek qui les a
extraites du liquide séminal humain. Il fallut cegant attendre 1924 pour que leurs

structures chimiques soient clairement établiegu(féi I-38)™

/\/\/NHZ /\/\ /\/\/NHZ
H,N HN N

2

putrescine spermidine
H
/\/\ /\/\/N\/\/NH2
H,N N
H
spermine
Figure 1-38 : Structures de polyamines naturelles.

Longtemps considéré comme des composés terminaua dégradation tissulaire, d’ou

certains noms peu engageants tels que la cadavérngutrescine, les polyamines

" A. E. Pegg Cancer Res1988 48, 759-774.
SH. M. Wallace, A. V. Fraser, A. Hughe8iochem. J.2003 376, 1-14.
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interviennent surtout au cours des étapes de @ralibn et de différenciation cellulair&s.

Dans l'organisme, a pH physiologique, les polyamsise protonnent et possedent ainsi des
caractéristiques semblables aux cations inorgasigals que Ca et Md¢f*. Cependant,
contrairement a ces ions, les charges positivesdstnibuées le long de la chaine aliphatique
leur permettant d’interagir speécifiquement avec lesmposés biologiques chargés
négativement. Ainsi les polyamines sont susceptibie condenser 'ADN. En effet
'agrégation ou la condensation du matériel génétigst important dans la transmission et la
protection de linformation génétique.L’ARN est également un site de fixation des
polyamines. Celles-ci stabilisent, par exemple algsges ribonucléiques de transfert (ARNt),
qui interviennent lors de la traduction du géndine.

D’autres macromolécules comme les protéines sossida cible d’interaction avec les
polyamines. L'albumine du sérum voit sa conformat@ltéré® tandis que I'activité de
certaines kinases est modifféeElles ont aussi de multiples effets sur les rémapt
membranaires tels que les récepteursNaméthyl-D-aspartat®. Les polyamines créent
€galement des interactions électrostatiques avex demposés anioniques et les

phospholipides chargés négativement des memb#anes.

6-2- Synthese des polyamines

Devant l'intérét que suscitent les polyamines, dmioreuses études se sont orientées vers la
synthése de ces molécules et de leurs dérivés'atudier leurs activités biologiques.
Ainsi la synthése de la spermidine et de ses anatog été réalisée par Bergerorat.® a

partir de la benzylamine (Figure 1-39).

8 U. Bachrach Amino Acids2004 26, 307-309.

""H. Deng, V. A. Bloomfield Biophys. J.1999 77, 1556-1561.

8 C. 0. Fernandez, G. Buldain, K. Samejinigchim. Biophy. Act&200Q 1476, 324-330.

 A. Ahmed Ouameur, E. Mangier, S. Diamantoglou, RRwillon, R. Carpentier, H. A. Tajmir-Riahi ;
Biopolymers2004 73, 503-509.

8 H. M. Zhang, J. N. Rao, X. Guo, L. Liu, T. Zou, D. Turner, J.-Y. Wang J. Biol. Chem.2004 279,
22539-22547.

8.7, A. Sharma, I. J. Reynolds; Pharmacol. Exp. Therl999 289, 1041-1047.

8 F. Schuber Biochem. J.1989 260, 1-10.

8R. J. Bergeron, P. S. Burton, K. A. McGovern, Slihe ; Synthesis1981, 732-733.
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H,N H,N

2

spermidine

Figure I-39 : Synthése de la spermidine par Bergetooll.®®

La synthése des dérivés polyaminés requiert ue@tath particuliere en ce qui concerne la
réactivité des différents azotes. Dans le cas dpeamidine, les deux azotes primaires ne sont
théoriquement pas identiques et sont, bien siérdiits de I'azote secondaire. De hombreux

travaux ont ainsi été menés pour fonctionnalis@retéger les fonctions amines présentes sur

les polyamines (Figure I-48).

8 R. J. Bergeron, Y. Feng, W. R. Weimar, J. S. Mcilahl. Dimova, C. Porter, B. Raisler, O. Phanstiel
J. Med. Chem 1997, 40, 1475-1494.
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H N/\/\/NH2 ) Phy A \N \CPh
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NaH / DMF

SO,Mes TOZMeS

/\/N\/\/N\/\/\H/Cph3

N N HOAC / PhOH / CH,Cl,, HCI

NSNS IS,

N2- monopropylspermidine

30% HBr

Figure 1-40 : Synthése de polyamiNealkylée®*

Les groupements protecteurs couramment utiliséslsadeart-butyloxycarbonyle (Boc) (sous
forme de 2-(tert-butyloxycarbonyloxyimine)-2-phéagétonitrile (Boc-ON), Bo© ou
BocNs)®® ainsi que le trifluoroacétate.Les fonctions amides formées peuvent étre, par la
suite, clivées par traitement acide (Boc) ou basifufluoroacétate). Par contre, certains
groupements sont utilisés pour leur stabilité dzess conditions acides ou basiques. Le Dde
(N-1-(4,4-diméthyl-2,6-dioxocyclohexylidene)éthyl) t egenéralement employé en synthese
sur phase solide. Il se fixe sélectivement sur fextions amine primaire et peut-étre
déprotégé dans des conditions douces telles quaréihine 2% dans le DM¥.

Une réaction intéressante d’alkylation des aminesgres terminales a été décrite par
van Armant® Cette réaction de bis-benzylation ne nécessitadpgwotection préalable et ne

génere pas de produits secondaires (Figure [-41).

8 J. B. Hansen, M. C. Nielsen, U. Ehrbar, O. BuchaBynthesis1982 404-405.

8 M. C. O'Sullivan, D. M. Dalrymple Tetrahedron Lett.1995 36, 3451-3452.

87B. Kellam, B. W. Bycroft, S. R. Chhabr&etrahedron Lett.1997, 38, 4849-4852.

8. A. Sclafani, M. T. Maranto, T. M. Sisk, S A.tVArman ;J. Org. Chem.1996 61,3221-3222.
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N ! HZN/\V \an/\NHz 2) NaBH,, MeOH
Ar
3) HCl , XHCI

Ar = phényl- n=123

2-naphtyl-

9-anthryl-

Figure 1-41 : Alkylation des amines primaires prméthode de van Arm&h.

Généralement la fonctionnalisation de l'azote sdeaoe est obtenue par une protection/
déprotection des amines primaires. Ainsi l'additide type Michaél des polyamines sur
I'acrylonitrile, suivie généralement d’'une hydrogéon catalytique du groupement nitrile en
présence de Ni, P#u LiAIH4 a été utilisée par Cullis ebll.?® afin d’obtenir un dérivé de la
spermidine comme intermédiaire clé dans la syntdé&sealogue du chlorambucil (Figure I-
42).

/\/\ /\/\/NH2 Boc-ON /\/\ /\/\/NHBOC
H,N H BocNH H

Boc-ON : o o CN
NS
\”/ CH,=CHCN
o

Ph

H, / Ni P N /\/\/NHBOC
2 BocNH N

/\/\ /\/\/NHBOC
BocNH N

CN

NH

H*, H,0 _(CH,):NH,

Cl
\ CONHH(CH )N
/—/ COOH

Cl

(CH,),-NH,
Chlorambucil

S

8 G. M. Cohen, P. M. Cullis, J. A. Hartley, A. Math&!. C. R. Simons, R. T. Wheelhousd.;Chem. Soc.,
Chem. Commun1992 298-300.
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Figure 1-42 : Synthése d’analogue du chlorambuailaddition de type Micha&.

Par ailleurs Edward et coll.90 ont mis en évidehicgportance de centres chiraux
potentiels présents sur les polyamines. Pour dslaont synthétisé, par la réaction de
Mitsunobu, une tétraamine optiquement active geststévélée particulierement intéressante

pour son potentiel antitumoral (Figure 1-43).

on H3C\N/Tf HBC\N/TT

: TfNHCH3 ; — /‘\/\ = ' = /'\/\
A —_— —_—
NS PPh, , DEAD
OBz 3 OBz OH

THF , PPh, , DEAD

TINH(CH,),NHTf

HC AT H,C A

pzd
Nz

NHCH, NHCH,

)\/\ 1) Na, NH; , THF, tBuOH :
N N s N
H

N N 2) [(CH,),CO0CL,0 N
3) HCI, CH,OH

Figure 1-43 : Synthése de tétraamine optiquemetiteapar la réaction de MitsunoB.

6-3- Métabolisme et fonctions biologiques des poiyraes

6-3-1- Métabolisme

La présence des polyamines au sein de I'organishessentiellement die au métabolisme
intracellulaire, a la dégradation bactérienne presau niveau de la flore intestinalet a un
apport exogéne (alimentatio)Deux acides aminés sont a l'origine des polyaminies

méthionine et I'ornithine, ce dernier étant issucgule de I'urée (Figure 1-44). Le cycle des

M. L. Edwards, D. M. Stemerick, J. R. McCarthijetrahedron Lett.199Q 31, 3417-3420.
LS. sarhan, B. Knodgen, N. Seileknticancer Res1989 9, 215-223.
923, Bardocz, G. Grant, D. S. Brown, A. Ralph, As&ai ;J. Nutr. Biochem.1993 4, 66-71.
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polyamines est également en équilibre avec legesuatycles biochimiques. Ce métabolisme
ainsi que la rétroconversion oxydative permet dgule¥ la concentration des différentes

polyamines suivant les besoins de la cellule.

¥

arginine S-adénosylmethionine

Cycle de l'uréee
S-adénosylm éthyonine décarboxylase

ornithine

h 4
S-adénosylméthionine décarboxylee

Ormithine decarboxylase

Futrescine

Spermidine synthétase

Spermine synthétase ‘

Figure 1-44 : Cycle des polyamin&s.

6-3-2- Application thérapeutique

L'étude du métabolisme des polyamines met en éumeles cibles prometteuses pour des
approches thérapeutiques en cancérologie. En &ffepolyamines sont indispensables a la
division cellulaire et leur métabolisme est amplifians les cellules tumorales. Ainsi le géne
codant 'ornithine décarboxylase est surexprimésdaes cellules et les enzymes impliquées

dans la dégradation des polyamines sont inhitid&s.conséquence, les cellules cancéreuses

%3 V. Catros-Quemener, L. Chamaillard, F. Bouetédecine/science$999 15, 1078-1085.
% M. Auvinen, A. Paasinen-Sohns, A. Kangas, L. Kangx Saksela, L. C. Andersson, E. Holl@ancer Res.
1997 57, 3016-3025.
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disposent d’'une concentration en polyamine pluomante que les cellules saines.

Une approche thérapeutique consiste a endigueroduption endogene des polyamines en
inhibant les enzymes responsables de la synthese. MGBG (méthylglyoxal-
bis(guanyl)hydrazone), par exemple, permet d'inhilaelénosylméthionine décarboxylase et
de bloquer, de ce fait, une partie de la biosymth€gpendant cette molécule induit des effets
secondaires indésirables. De plus les celluleséranses s’adaptent aux effets de I'inhibiteur
et amplifient I'activité de l'ornithine décarboxga ; ainsi elles maintiennent un taux en
putrescine suffisant pour proliférer. Le DFMG@-difluorométhylornithine), quant a lui,
inactive spécifiquement I'ornithine décarboxylasmppant ainsi la production intracellulaire
de putrescine, véritable facteur de croissanceteGgiproche semble plus adaptée mais, la
aussi, les cellules tumorales s’adaptent. Ellesgmiialors les polyamines circulant dans le
sang, garantissant ainsi un stock suffisant powurdasance et le fonctionnement cellulaire.
De plus les enzymes responsables de la rétrocaonergydatives permettent d’ajuster les
différentes concentrations nécessaires a la praliéh (Figure 1-45).

N

H2
)k H CO,H
N X _N NH H NW
7~ ~ 2 2
H,N H QQT///N\\N \\H// n
NH, +NH,

CHF,

MGBG DFMO

Figure 1-45 : Structures d’inhibiteurs du cycle getyamines.

La thérapie antitumorale semble donc s’orientes wgre combinaison de mesures propres a

réduire les différentes sources endogénes et egsginpolyamines :

destruction partielle de la flore microbienne ititese par des antibiotiques, le tractus gastro-
intestinal étant une source prépondérante des palgs exogenes.

réduction des apports extérieurs par une alimematrencée en polyamines.

inhibition de la synthése intracellulaire.

inhibition des enzymes de rétroconversion.
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Cette combinaison permet de réduire la prolifératellulaire cancéreuse mais, en aucun cas,
elle ne réduit la masse tumorale. Cependant catisdement de croissance de la tumeur
permet de stimuler les défenses immunitéiresde réduire la dissémination métastatijue.
De plus, cette carence en polyamines, associégesence de molécules anticancéreuses,
permet d'amplifier l'efficacité de celles-ci et ditue une approche thérapeutique
intéressant&. En effet les cellules tumorales possédent un systéle transport des
polyamines exogenes caractérisé a la fois par ane laffinité et une faible spécificité. Ainsi
de nombreux travaux se sont attachés a fixer dgmmpmes sur des molécules actives afin
d’en améliorer la sélectivité. Les polyamines cgnjes sont reconnues par le systeme de
transport au méme titre que les polyamines naaselhinsi, une fois internalisées, les
molécules jouent leur réle anticancéreux. Phanstiebll.”® ont synthétisé plusieurs séries
d’acridines et d’anthracénes conjugués a des pahearCes molécules inhibent I'activité
des topoisomérases conduisant ainsi a la mortlae#iu Cohen etoll.*, quant a eux, ont
utilisé les propriétés intercalantes du chlorambeicia présence des polyamines pour cibler
'ADN (Figure I-46).

% L. Chamaillard, V. Quemener, R. Havouis, J. P. Mmux ; Anticancer Res1993 13, 1027-1033.

% N. Seiler, S. Sarhan, C. Grauffel, R. Jones, Bodgen, J. P. MoulinouxCancer Res199Q 50, 5077-5083.

V. Quemener, J. P. Moulinoux, R. Havouis, N. Seilenticancer Res1992, 12, 1447-1453.

% 0. Phanstiel IV, H. L. Price, L. Wang, J. JuusdaKline, S. M. Shah J. Org. Chem.200Q 65, 5590-5599.

%7, L. Holley, A. Mather, R. T. Wheelhouse, P. MiliB, J. A. Hartley, J. P. Bingham, G. M. Cohe@ancer
Res., 1992 52, 4190-4195.
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NH

N’ = H,N O
o

Acridine-spermidine Anthracéne-spermidine
(0]
HN
S~ TN
N’\/\
Cl NH,
Chlorambucil-spermidine H,N

Figure 1-46 : Exemples de structures actives cargeg a des polyamines.

6-3-3- Diagnostic anticancéreux

Les polyamines peuvent aussi jouer un rble diagmestde certains cancef$La production
des polyamines varie suivant les différents stadiescycle cellulaire. De plus certains
médicaments antitumoraux sont spécifiques de oedade ces phases. L'idée consiste a
doser la quantité de polyamines présente dansiteaaniveau des hématies afin de suivre la
croissance tumorale et de rythmer en conséqueadmihistration des médicameritsll est
également possible de voir alors, par le dosage ppggmmines, la réponse tumorale a

I'administration médicamenteuse.

10 ¢, Bergeron, J. Y. Bansard, P. Le Moine, F. BouetE. Goasguen, J. P. Moulinoux, E. Le Gall,
V. Castro-QuemenerLeukemial997 11, 31-36.

101y, Quemener, R. Havouis, N. A. Khan, C. Martin,Bauet, J. P. Moulinoux Anticancer Res.1995 15,
2517-2522.
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7- But du travail

Compte tenu du réle important des polyamines pewillage des cellules cancéreuses, nous
avons pensé que la fixation de telles structureslasi photosensibilisateurs devrait assurer la
reconnaissance des tumeurs cancéreuses, réduissiriea problemes liés au manque relatif
de sélectivité qui caractérise la plupart des pgnipks actuellement développées.

Sur la base de tous ces résultats, nous avonsopg@eéel au Laboratoire, la synthese de

porphyrines et des chlorines portant deux ou quats polyaminés (Figure 1-47).

Afin d’optimiser le ciblage des cellules cancéreseia le systeme de transport des
polyamines ou l'interaction avec 'ADN, plusieuraractéristiques semblent nécessaires dont
une distance appropriée entre les deux fonctionseaprimaire pour pemettre la fixation
d’'une chaine flexible de quatre carbones sur I&gmpunes, ceci afin de favoriser le transport
de ces molécules ainsi qu’un minimum de trois cbsugpsitives afin d’assurer I'affinité avec
'ADN. **

Avec la spermidine et la spermine, la fixation dbmas espaceur en positidf permet de
renforcer le caractere basique de I'azote centradeece fait, d’améliorer son incorporation
cellulairer® De plus, la chaine aliphatique renforce le caraciémphiphile des complexes
synthétisés et permet d’éloigner le macrocycle elcteur afin de faciliter le contact avec les
récepteurs cellulaires.

Du fait de la présence d’'une bande d’absorptios pitense vers 650 nm, la formation de
chlorines de synthese permet l'utilisation de aammexes photosensibilisateurs-polyamines

dans le traitement de cancers plus profonds.

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le déevihédmatoporphyrine (HpD) appelé
Photofrir® a été I'un des premiers photosensibilisateurssésilen photothérapie dynamique.
De nombreux travaux se sont intéressés a la cotigposie ce mélange, notamment par la
synthése de dimeres porphyrinigi€<ependant devant le peu d'études relatant la égath

d’oligomeéres, nous nous sommes intéressé a la fammde deux triméres composés de trois

192¢. W. Porter, J. Miller, R. J. Bergeroancer Res1984 44, 126-128.

1033, L. Holley, A Mather, R. T. Wheelhouse, P. M.IBuJ. A. Hartley, J. P. Bingham, G. M. Cohe@ancer
Res, 1992 52, 4190-4195.

194 M. A. F. Faustino, M. G. P. M. S. Neves, M. G.\Hcente, J. A. S. Cavaleiro, M. Neumann, H.—D. Brau
G. Jori ;Photochem. Photobigl1997, 66, 405-412.
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unités porphyriniques ou deux unités porphyrinasetunité chlorine (Figure 1-48).

Enfin, nous avons mentionné précédemment que I'AB#i une cible cellulaire des
polyamines. Des tests ont donc été ainsi réalisgsles porphyrines et les chlorines
polyaminées. Nous avons, tout d’'abord, essayé datraerp par spectroscopie UV-visible,
l'interaction des composeés synthétisés avec I'APNis le potentiel photocytotoxique des
molécules a été mis en évidence par des expériglecphotoclivage de ’ADN en présence

d’'une source lumineuse.

ROC COR

QA 2

o = O

ROC COR
ROC

Q50

(o-= U

COR
/(CH2)3-NH2
HN{CHQINHQ\
(CH2)4-NH2
(CHz)a'NHz

HN-(CHy)-NH {
(CH,),-NH-(CH,);-NH,

Figure I-47 : Structures de composés finals syig@gtau cours de ce travail.
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Figure 1-48 : Structures de composés finals syig@gtau cours de ce travail.
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CHAPITRE IT :

SYNTHESE DE PORPHYRINES ET
CHLORINES TETRAPOLYAMINEES
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Chapitre 1l

Synthese de porphyrines et chlorines tétrapolyamires

1- Introduction

Nous avons réalisé, dans un premier temps, la &yattle porphyrines et de chlorines portant
guatre motifs spermidine ou spermine, les deux étdgmétant séparés par un bras espaceur
(Figure 11-1). Dans ce but, nous avons tout d’absydthétisé des précurseurs de ces deux
polyamines portant chacun une chaine alkylée. Afiradion de ces précurseurs sur les
tétracarboxyphénylporphyrines et formation des rihds correspondantes, les quatre

photosensibilisateurs attendus ont été obtenus.
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14b

Figure 1I-1 : Porphyrines et chlorines tétrapolyaéads synthétisées.
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2- Stratégie de synthése

Les étapes de synthése sont représentées su€laachtrosynthétique de la figure II-2. Les
synthons clefs sont des carboxyphénylporphyrineades par condensation du pyrrole sur le
carboxybenzaldéhyde ainsi que les précurseurs mahgs. Apres fixation d’'une chaine

alkyle sur la spermidine et la spermine, les pr&surs polyaminés sont couplés aux
porphyrines. Les molécules obtenues sont alorsitesdaen chlorines. Les composés finaux

12a,bet14a,bsont isolés aprés déprotection des fonctions apringire des polyamines.
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14a,b 12a,b

//f NHBoc BocHN\\\\
N N

i
i

@)
Q)

NBoc BocN
R R'

R' R'
NBoc O BocN
; ),

\Z\\/v

NHBoc BocHN
10a,b 8a,b

HO OH

o QL A 2

(CHNH, coon

H CHO
R'= ou

(CH,);NHBoc HO OH

RHN

R' R' R'
BocN BocN BocN

é é éN
NH, NHBoc NHBoc NHBoc
la,b 2a,b 3a,b

Figure II-2 : Schéma rétrosynthétique.
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3- Synthése des précurseurs polyaminés

3-1- Généralités

La synthése des précurseurs polyamiBas se déroule en trois étapes a partir de la

spermidine et de la spermine (Figure 11-3).

Boc-ON , Et;N

o
/%OJ\N/\/\N/\/\/R'

/\/\/R
H , argon , H H

CN

Q(O\Q/O\N =

Boc-ON :

Ph CH,CN N-4-bromobutylphthalimide
2 3

i hig
' /\/\/R'
/lVOJJ\N/\/\N/\/\/R /lvo N/\/\N
H H
H,N-NH,, H,0
-
THF / EtOH N
NH, O O
NH, NHBoc
R = ou R'= ou

NH-(CH2)3-NH2 NBOC-(CHZ)B-NBOC

Figure II-3 : Schéma général de la synthése dwpséar polyaminé.

3-2- Synthése de la spermidineB&t de la spermineBacla,b

Pour réaliser la protection des polyamines pardeigement tert-butyloxycarbonyle (B8%)
nous avons utilisé le 2-(tert-butyloxycarbonyloxyme)-2-phénylacétonitrile (Boc-ON).
Celui-ci posséde la particularité d’'étre facilemeéfiminé en milieu acid€? La suite des
synthéses se déroulant en milieu basique ou nexgrgroupement restera présent jusqu’a la

1951, Levchine, P. Kajan, M. Borloo, W. Bollaert, Maemers Synthesis1994 1, 37-39.
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derniére étape.

Le Boc-ON est introduit dans des conditions stoenBioques afin de protéger
préférentiellement les fonctions amine primaire rptau spermidine et les deux fonctions
amine primaire et une amine secondaire pour lansiper(Figure II-4). De plus la réactivité
des fonctions amine primaire, plus importante gakecdes fonctions amine secondaire,
permet de limiter la formation de composés non aés. Les réactions se déroulent dans le
THF anhydre a 0°C pendant 18 heures. La spermidigeBa et la spermineBaclb sont
obtenues, apres purification, avec des rendemesisectifs de 67% et 62%. Les données
physiques de ces produits sont conformes a cedlés littérature®

H
NN SN N, I N N N
H,N N H,N N
H H
spermidine spermine
Boc-ON (2 éq.) Boc-ON (3 éq.)
THF, 0T THF, 0T
18 heures 18 heures
Boc
NN /\/\/NHBOC PN /\/\/N\/\/NHBOC
BocHN N BocHN N
H H
la: 67% 1b : 62%

Figure II-4 : Protection des polyamines par le Bx-

3-3- Fixation du N-(4-bromobutyl)phtalimide

L'alkylation de la spermidineBgc et de la spermineBec est réalisée par le
N-(4-bromobutyl)phtalimide par une substitution maghile. Cette réaction s’effectue dans
I'acétonitrile anhydre en présence dgli0;.'%” Cette base faible permet de neutraliser I'acide

bromohydrique formé en fin de réaction. Aprés peaifon, les composé®a et 2b sont

1%y, Sol, F. Lamarche, M. Enache, G. Garcia, M. Btoh, R. Granet, P. Kraus8Bjoorg. Med. Chem2006
14, 1364-1377.

197p. P. Kung, R. Bharadwaj, A. S. Fraser, D. R. CdokM. Kawasaki, P. D. Cookd. Org. Chem.1998 63,
1846-1852.
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obtenus avec des rendements respectifs de 90%e(Fdure 11-5).

Boc

NHB AN ~N NHBoc
BocHN™ " Sy N TN TR BocHN/\/\H NS
H
la 1b
Br-(CH,),-Pht (1,25 éq.) Br-(CH,),-Pht (1,25 éq.)
K,CO; (5 €q.) K,COj, (5 éq.)
CH,CN CH,CN
NHBoc Boc
N
BocNH/\/\N/\/\/ NHBoc/\/\N/\/\/ o\ NHBoc
Oz "\ =0 o~ __o0
2a: 90% 2b : 91%

Figure II-5 : Fixation d’un bras a quatre carbosesles polyamines.

L’analyse spectroscopique IR, RMN du proton, diboae 13 ainsi que la spectrométrie de

masse haute résolution a permis de confirmer lgtstre des produits formés.

3-4- Déprotection du groupement phtalimide

La déprotection du benzene 1,2-dicarbodiimidealkylé (phtalimide N-alkylé) est tres
souvent réalisée par I'hydraziffé Cette molécule agit selon un mécanisme en deyegta
Une molécule d’hydrazine réagit, tout d’abord, snrdes carbonyles du phtalimide puis il se
produit une élimination intramoléculaire. Les pridslurésultant de cette réaction sont le
phtalhydrazide et I'amine primaire alkylée. La figull-6 présente le mécanisme de

déprotection du groupement phtalimide par I'hydnazinonohydrate.

198 R, Sundaramoorthi, C. Marazano, J. L. FourreyG BDas :Tetrahedron Letf.1984 25, 3191-3194.
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NH SR
I + H,N
NH

R = Polyamine

Figure II-6 : Mécanisme de déprotection du groupdméatalimide.

Ici, la réaction d’hydrazinolyse est réalisée emi@mhnant un large exces d’hydrazine
monohydrate (Figure 1I-7). Apres purification, lesmposés souhaités sont isolés avec des
rendements respectifs de 83% et 82%.

La structure des produits a été confirmée par spmmipie IR, RMN du proton, RMN du

carbone 13 et spectrométrie de masse haute ré&soluti
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Boc

NHBoc NN NN
BOCNH/\/\N/\/\/ NHBoc N \/\/NHBoc

o N o o N o
2a 2b
1) H,N-NH,,, H,0 (50 éq.) 1) H,N-NH,, H,0 (50 &q.)
THF/EtOH 8/2, 90T, 5h THF/EtOH 8/2, 90T, 5h
2) 50T, 18h 2) 50T, 18h

Boc

NN TSN NHBoe NN NN
BocNH N NHBoc N N N\HBoc

NH, 3a:83% NH, 3b:82%

Figure II-7 : Synthese des précurseurs polyamigisihaux.

4- Elaboration des porphyrines tétrapolyaminées

La fixation de quatre unités polyaminées (spern@din spermine) a été réalisée sur la
tétra(carboxyphényl)porphyrine commerciale 4 ermp@gant sur des réactifs utilisés en
synthese peptidique. L'activation des fonctionsdesi carboxyliques de la porphyrine est
réalisée en présence du dicyclohexylcarbodiimide@R Le composé active, mis en présence
du 1-hydroxybenzotriazole (HOBt), permet de substit’anhydride formé par un excellent
groupe partant (Figure 11-8). Dans la littératueenaéme ester peut étre également obtenu par
'action de I'hexafluorophosphate de benzotriazmtyttri-(diméthylamino)phosphonium,
BOP ou bien encore par le PyBOP® (I'hexafluoropihasép de benzotriazolyloxy-

tri(pyrrolidino)phosphonium) avec des rendementslaires.***'°

1998, Castro, J. R. Dormoy, G. Evin, C. Selviefrahedron Letf.1975 14, 1219-1222.
103, Coste, D. Le-Nguyen, B. Castrbetrahedron Lett.199Q 31, 205-208.

-76 -



HooC COOH ROOC COOR
) ¢ ) ) (

DCC (4 éq.), HOBt (4 éq.)

+ DMF, ta., 18h

/\/\/N NHBoc
HN ~N
HOOC COOH ROOC COOR
NHBoc 3a NH-(CH,),-spermidineBoc, 8a : 42%
4 R= ou R = ou
NBoc-(CH,);-NHBoc  3b NH-(CH,),-spermineBoc, ~ 8b : 51%

N
DCC (Dicyclohexylcarbodiimide) : QN=C=NO HOBt (Hydroxybenzotriazole) : N,: D
N

/
HO

Figure I-8 : Fixation des précurseurs polyamingsla porphyrine.

La méthode consiste a faire réagir, dans le DMEnapérature ambiante, la porphyrine en
présence de 4,4 équivalents de DCC et 4,4 équigablsn HOBt. Nous rajoutons ensuite
4,4 équivalents de précurseurs polyaminés. Il salt&alors la substitution du groupe partant
par le nucléophil8a ou3b grace a une séquence d’addition-élimination.

Les meilleurs résultats ont été obtenus au bout8dkeures de réaction. Apres filtration du
dérivé de l'urée formeé a partir du DCC et purifioat les porphyrines tétraspermidine et
tétraspermine3a et 8b sont obtenues avec des rendements respectifs ¢deett 51%. Ces

rendements sont conformes a ceux obtenus préalebtedans notre laboratoire pour des

composeés similaires.

La figure 1I-9 présente le mécanisme classiquéattivation par le systeme DCC/ HOB.
L’'addition de I'acide carboxylique sur la doublaiion C=N du DCC conduit a la formation
d’'une O-acylisourééd. Cette derniére réagit ensuite rapidement aveelddt (trés bon
nucléophile) afin de former un ester tres rédstiqui sera capable de réagir avec la fonction

amine primaire du précurseur polyaminé.
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s R o O

P = Porphyrine

Figure 11-9 : Mécanisme d’activation par le systeD@C/ HOBL.

5- Synthése des chlorines tétrapolyaminées

L'utilisation de I'hydrazine comme agent d’hydrogéion d’une liaison carbone-carbone

insaturée a été décrite, la premiére fois, par Batworisek!* Leurs travaux portaient sur la

réduction de l'acide oléique en acide stéarique.1BAl, Fischer est parvenu a réduire

111 3. Hanus, J. VorisekColl. Czech. Chem. Comm929 1, 223-227.
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sélectivement des groupements vinyle, présentsdssrporphyrines et des chlorines, en
groupements éthyle grace a I'hydrazifiifférents travaux ont ainsi été réalisés en saitit

ce réactif comme agent d’hydrogénation et notamr#néduction d’oléfines acycliques en
présence d'oxygen& Ce n'est qu’en 1961 que la nature et le mécanideneette réduction
particuliere ont été découverts par Corey cell.'** qui ont montré I'existence d'un
intermédiaire réactif entre I'’hydrazine et le pritdinal de son oxydation : le diimide. Lors
du passage d’'une décharge électrique a traversumart d’hydrazine ou de vapeurs d’acide
hydrazoique, Foner et Huds8nsont parvenus a analyser, par spectrométrie deenses
diimide sous forme gazeuse. Le mécanisme, quant, aé I'hnydrogénation d’une double
liaison par le diimide est défini par Cot&ycomme une cycloadditiosyn Il en résulte un
mécanisme concerté orchestré par les deux hydreggmeositiorcis du diimide (Figure II-
10).

Figure 1I-10 : Mécanisme de réduction par le diieditf

La réduction d’'une double liaison, appliguée auxppgrines, a permit a WhitlocK de
synthétiser des chlorines et des bactériochloringsirtir de la tétraphénylporphyrine et de
'octaéthylporphyrine. Il a utilisé, pour cela, uprécurseur de diimide: Iegara
toluenesulfonylhydrazide. Il est généralement corque la décomposition thermique
d’arénesulfonylhydrazide produit le réactif azotiéingide) responsable de I'hnydrogénation.
(Figure 1I-11).

Y124, Fischer, H. GibianLiebig Ann, 1941, 548, 183-184.

U3 E Aylward, M. SawistowskaChemé& Ind., 1961, 402, 433-434.

H4E J. Corey, W. L. Mock, D. J. Pastdetrahedron Letf.1961, 11, 347-352.

153, N. Foner, R. L. HudsonJ; Chem. Phys1958 28, 719-720.

Y6 E_J. Corey, D. J. Pasto, W. L. Mock.;Am. Chem. Sqd 961, 83, 2957-2958.

17H, W. Whitlock Jr., R. Hanauer, M. Y. Oester, B.Bower ;J. Am. Chem. Sqdl969 91, 7485-7489.
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H.C \é § = >  HC / ~NH
— +
3 // \ 3 S\\ HN™
o) NH o)

Figure 11-11 : Décomposition thermique d’arenesuifinydrazide.

Pour la réduction des porphyrin@a,b, la réaction d’hydrogénation est réalisée dans la
pyridine, sous atmosphere inerte et a 104°C enepoés de carbonate de potassium
(Figure 11-12). Cette base faible est employée prmutraliser I'acide sulfinique formé lors de
la décomposition thermique de I'agent reducteurpde-toluenesulfonylhydrazide est utilisé
en exces afin d'effectuer une réduction pousséendarocycle jusqu’a I'obtention de la
bactériochlorine. Le mélange est ensuite oxydé lmatho-chloranil jusqu’a formation
compléte de chlorine dans le milieu. Au cours deskction nous observons la disparition du
pic caractéristique de la bactériochlorine (743 reh)l'apparition du pic de la chlorine

(652 nm).

ROOC COOR ROOC

QLA

1) p-toluénesulfonylhydrazide, K,CO, / pyridine anhydre , 24h , 104C

o = O

2) o-chloranil, t.a.

ROOC COOR ROOC COOR
NH-(CH,) ,-spermidineBoc, 8a NH-(CH,),,-spermidineBoc, 10a: 42%

R = ou R = ou )
NH-(CH,),-spermineBoc;  8b NH-(CH,) ,-spermineBoc, 10b : 41%

Figure 1I-12 : Formation des chlorin&8aet 10b.

Apres 24 heures de réaction puis purificationdiesx chlorines tétrapolyaminé&8a et 10b

sont obtenues avec des rendements respectifs det22%6.
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6- Déprotection des porphyrines et des chlorinestt@polyaminées

La derniere étape consiste a éliminer le groupenpeotecteur Boc afin de libérer les

fonctions amines primaires. La liaison amide préseamtre I'azote de la polyamine et la

fonction carbonyle du Boc est trés sensible a Folde acide par le TFA. Les produits

protégés sont placés, a température ambiante, dlansiélange dichlorométhane/ acide

trifluoroacétique 8/2 (Figure 11-13). Quelque stdtmacrocycle et la polyamine fixée, une

hydrolyse acide de 2 heures est suffisante pouwnr@rssine déprotection compléte du

groupement Boc.

ROOC COOR

QLA

TFA/CH,C, 2/8

= O

ROOC COOR

NH-(CH,),-spermidineBoc, 8a

NH-(CH,),-spermineBoc,  8b

t.a., 2h

TFA/ CH,Cl, 2/8

ROOC COOR

NH-(CH,),-spermidineBoc, 10a

NH-(CH,),-spermineBoc,  10b

t.a., 2h

COOR'

QLA

o = O

COOR'

NH-(CH,),-spermidine  12a

NH-(CH,) ,-spermine 12b

COOR'

NH-(CH,),-spermidine  14a

NH-(CH,) ,-spermine 14b

Figure 11-13: Déprotection des fonctions amines.

Aprés évaporation de l'acide trifluoroacétique etutnalisation par résine basique, les

composés déprotégés sont obtenus avec des rendeguast quantitatifs. Ces composés sont

solubles dans I'eau.
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7- Caractérisations

L’ensemble des porphyrines et chlorines synth&tiseété caractérisé par spectroscopie UV-

visible et spectroscopie de masse. Une étude matrepcopie RMN du proton de tous les
macrocycles a également été réalisée.

7-1- Spectroscopie UV-visible

Le spectre du composé est mesuré dans le DMF et ceux des composés thimagioés

protégés sont réalisés dans le dichlorométhanespestres des produits déprotégés, quant a
eux, ont été déterminés dans le méthanol et deas.|’

Les spectres des porphyrines bases libres sontpeeetio et présentent une forte bande de
Soret vers 420 nm, et quatre autres bandes d’itdephis faible vers 516, 551, 590 et

646 nm, notées respectivement QIV, Qlll, Qll, Qbus donnons a titre d’exemple le spectre
de la porphyrine tétraspermidine déprotég@a(Figure 1I-14).

Les spectres des chlorines tétrapolyaminées sonpa@bles aux spectres attendus pour de

telles structures et présentent, par rapport auphyoines, une bande QI beaucoup plus
intense et déplacée vers le rouge (652 nm) (Tablegu
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Figure II-14 : Spectre UV-visible du compadk2adans le méthanol.
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Tableau II-1 : Bandes caractéristiques des spedivesisible des composés- 8a,b- 10a,b-

12a,bet14a,h Amax (nm) [coefficient d’absorptiore(x10° mol™.L.cm?)], & 20°C, (a : dans le
DMF, b : dans le dichlorométhane, c : dans le mahal : dans I'eau).

Composés Bandede QIV Q Qll Ql
Soret

4 422 (3344) 513 (19,3) 546(9,8) 588(7.6)  644)6,1
ga’ 419 (307,1) 515(135) 550(6,4) 590 (4,0)  646)3,0
8b” 419 (266,8) 516 (14,1) 551(6,9) 591 (44)  646)3,6
10" 421 (149,7) 519 (112) 546 (9,3) 599 (52) 652720,
100° 420 (194,7) 518 (10,3) 548 (7.6) 597 (40) 65246,
12 416 (230,6) 513(8,7) 549(7,2) 593 (3.6) 645 (1,8)
124 412 (142,4) 519(7,3) 556 (4,3) 585(2,7) 646 (1,7)
12b° 415 (204,7) 513(8.6) 547 (47) 588(27) 645 (15)
121’ 414 (182,7) 517(7,3) 554(3.8) 582(26) 636 (15)
144 417 (75,6) 517 (6,0) 544 (4,4) 598 (2,3) 652 (11,6)
144 416 (1153) 520(6,7) 548(53) 594 (35) 646 (11,1
14b° 418 (121,0) 518 (10,2) 544 (7,4) 598 (4,1) 652721,
14b° 416 (102,8) 522(7,1) 549(56) 596 (35) 648 (11,3

Les spectres des produits déprotégeés, mesuréd’'eamsne présentent pas de dédoublement
et de déplacement de la bande de Soret, caracpgeistdes phénomenes d’aggrégation. Ces
résultats sont toutefois contraires a ceux obsearédaboratoire pour des porphyrines

glycosylées pour lesquelles on observe des phéresn@#autoassociation de type « face to

face »''®

De plus, nous notons que le coefficient d’extinctimolaire de la bande de Soret d’une

porphyrine est plus important que celui de la chiarA titre d’exemple, nous donnons les

18y, Chaleix, V. Sol, Y.-M. Huang, M. Guilloton, R&ranet, J. C. Blais, P. KrausEur. J. Org. Chem2003
8, 1486-1493.
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spectres comparatifs des porphyrines et chloriggsaspermidine protégée®a et 10a
(Figure 1I-15).
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Figure II-15 : Spectres UV-visible comparatifs desnposé8a et10aréalisés dans le
dichlorométhane,
(c =1,9.1¢ mol.L™h).

7-2- Spectrométrie de masse MALDI

L’analyse structurale des porphyrines a été pouiesydar I'étude de leur spectre de masse.
Comme mentionné précédemment, ces composes, natils/johe se prétent pas aux
techniques classiques d’ionisation chimique. Paitecraison, nous nous sommes tournés
vers une technique de désorption-ionisation lassisgte par une matrice (méthode MALDI).
Cette méthode permet l'observation de lion quasléoulaire généralement sans
fragmentation. Les résultats obtenus pour les negicles8a,b — 10a,b — 12a,b -14a,bont
présentés dans le tableau 1I-2. Tous les spectésemtent le pic quasi-moléculaire [M+H]

En outre, nous constatons également la présengiesienétastables correspondants au départ

de groupements protecteurs Boarttbutyloxycarbonyle).
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Tableau I1-2 : Spectrométrie de masse MALDI desposés8a,b—10a,b—12a,bet14a,h

Composés Masse molaire calculée Masse de l'ion observé
(g.mol™%) (uma)

8a 2385,18 2385,57

8b 3014,08 3014,92
10a 2387,18 2386,65
10b 3016,08 3014,92
12a 1584,23 1584,08
12b 1812,68 1812,28
l4a 1586,23 1586,05
14b 1814,68 1814,06

A titre d’exemple, nous donnons, sur la figurespectre du compogsb (Figure [I-16).
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Figure 11-16: Spectre de masse MALDI du comp8bé
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7-3- RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléaireothnples porphyrines tétrapolyaminées
8a,b ont été enregistrés a la fréquence de 400 MHz ldactsoroforme deutéré. Les spectres
des produits déprotégés correspondafesb ont, quant a eux, été réalisés dans le méthanol
deutére.

D’une maniére générale, le spectre RNHNde tels produits se compose de cing groupes de

signaux (Figure 1I-17) :

- les protong-pyrroliques vers 8,80 ppm.

- les protons portés par les phényles entre 8,86tppm.

- les protons de la chaine carbonée du bras gtalgamines entre 1,10 et 3,80 ppm.
- les protons NH pyrroliques vers -2,80 ppm.

- les protons dtert-butyloxycarbonyle (Boc) vers 1,40 ppm.

Figure 1I-17 : Groupe des principaux signaux ducgigeRMN*H (composéb).

Quant aux produits déprotégés, nous observons dpaiiiion des signaux des protons
meéthyliques du groupement protecteur (Boc) et desops des NH internes qui sont
échangés avec le solvant. L'attribution de I'ensientles signaux a été effectuée a partir des

intégrations et des spectres de corrélation 2Doprptoton (COSY). Les résultats obtenus
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pour les composéa,b et12a,bsont regroupés dans le tableau II-3.
Tableau II-3 : RMN'H des porphyrine8a,bet12 a,h

9, figure, J en Hz), solvant : a : dans le CR : dans le CEDD.

H 8a® 8b* 128 120°
Pyrrole
Hy 8,81s 8,78s 8,84 g 8,82 g
NH -2,81s -2,83s - -
Phényle
Hss 8,25d (7,1) 8,225 8,33d (8,3) 8,29 d (8,0)
H g 8,21 g 8,22 g 8,30 d (8,3) 8,29 d (8,0)
Bras espaceur
o 3,64 m 3,72m 3,11t (7,2) 3,67 (6,3)
B 1,81 m 1,86 m 1,15-1,40 m 2,02 m
Y 1,67 ¢ (6,3) 1,86 m 1,15-1,40 m 2,02 m
5 2,45t (6,2) 2,83 m 2,95 m 3,23 m
NH 7,01 g 5,33 g - -
Polyamine
a 2,50 t (6,2) 2,83 m 2,95 m 3,23 m
b 1,53 g 1,63 m 1,15-1,40 m 1,91 m
c 1,53 g 1,63 m 1,15-1,40 m 1,91 m
d 3,24 m 3,08-3,24 m 3,04 16,4) 3,23 m
a’ 2,50 t (6,2) 2,83 m 2,95 m 3,23 m
b’ 1,67 t(6,3) 1,63 m 1,15-1,40 m 1,91 m
c 3,16 m 3,08-3,24 m 3,04 16,4) 2,13-2,27m
a” - 3,08-3,24 m - 3,23 m
b” - 1,63 m - 1,91 m
c” - 3,08-3,24 m - 2,13-2,27m
NH 4,88 g— 5,35 g 4,82 g - -
Boc
CHs 1,43s 1,44s - -

Nous avons choisi, a titre d’exemple, de présetitdaude détaillée du spectre RMN
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composéBa (Figurell-18).
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Figure 11-18 : Spectre RMNH du compos@&a.
Nous observons que les protofipyrroliques résonnent sous la forme d'un singulet
8,81 ppm, ce qui est en accord avec la symeétridelda molécule. Les protons, portés par les
phényles, résonnent sous la forme d’un doubleRa 8pm (= 7,1 Hz) et d’'un singulet élargi
a 8,21 ppm. Les protons des azotes de la fonctiudearésonnent, quant a eux, a 4,88 ppm,
5,35 ppm et 7,01 ppm sous la forme d’un singuketgél Les protons H; H-, H-y et Ho du
bras espaceur se situent respectivement a 3,64 (pmtiplet), 1,81 ppm (multiplet),
1,67 ppm (triplet élargiJ= 6,3 Hz) et 2,45 ppm (triplet élargl= 6,2 Hz). Nous observons
gue les protons, portés par les carbones liés zates se trouvent déblindés par rapport aux
protons intermédiaires du bras. Ceci est di aeffafiductif attracteur de I'atome d’azote.
Concernant la polyamine, les protons, H-a et Hpedches de I'azote tertiaire, se retrouvent
déblindés vers 2,50 ppm (triplet élards 6,2 Hz). Les protons intermédiaires H-b, H-c et
H-b’ résonnent ensemble vers 1,63 ppm sous la fafome multiplet. Enfin les protons H-c’
et H-d, voisins du groupement NH-Boc, se situespeetivement & 3,16 ppm et 3,24 ppm et
apparaissent sous la forme d’'un multiplet. Ce délalge est di a I'effet inductif attracteur de
la liaison amide. Nous observons les protons migiings du Boc vers 1,43 ppm. Enfin, les
protons des NH pyrroliques internes, se situansdarcone d’anisotropie de la porphyrine,
sont fortement blindés a -2,81 ppm.
Les spectres de résonance magnétique des chldrieb présentent les mémes grandes
catégories de signaux que les porphyrines précesleah effet nous retrouvons les proténs
pyrroliques, phényliques, les protons du bras as&bet des polyamines ainsi que ceux des
groupements protecteurs. Ces protons présententstmsiblement les mémes déplacements
chimiques que ceux des porphyrines. Cependanst iheéressant de noter I'apparition d’'un
signal vers 4,1 ppm, intégrant pour quatre protehsorrespondant aux GHlu cycle
pyrrolidine. De plus nous observons le déblindagsignal des protons des NH internes.
Les spectres des produits déprotébées b sont conformes a ceux attendus (Tableau 11-4).
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Tableau II-4 : RMN'H des chlorined0a,bet14 a,h
9, figure, J en Hz), solvant : a : dans le CR : dans le CEDD.

H 10& 1067 148 141°
Pyrrole
Hp 8,49 g 8,80 g 8,593 8,54 g
CHay 4,08 m 4,12t (7,2) 4,16s 4,06 g
NH -1,50 g -1,48 g - }
Phénvle
Hass 8,34 g 8,25 g 8,34 g 8,11-8,29 m
H2e 8,09 g 8,25 g 8,31 g 8,11-8,29 m
Bras espaceur
a 3,60 m 3,68 m 3,211 (7,3) 3,52m
B 1,79 m 1,73 m 1,11-1,44 m 1,53-1,73 m
Y 1,79 m 1,73 m 1,11-1,44 m 1,53-1,73 m
) 2,58 m 2,62 m 2,91-2,99 m 2,48-2,78 m
NH 5,38 g 5,32 g - -
Polyamine
a 2,58 m 2,62 m 2,91-2,99 m 2,48-2,78 m
b 1,53-1,61m 1,53 m 1,11-1,44 m 1,53-1,73 m
C 1,53-1,61m 1,53 m 1,11-1,44 m 1,53-1,73 m
d 3,05-3,21 m 3,01-3,29 m 3,056(,7) 2,48-2,78 m
a’ 2,58 m 2,62 m 2,91-2,99 m 2,48-2,78 m
b’ 1,53-1,61m 1,53 m 1,11-1,44 m 1,53-1,73 m
c 3,05-3,21 m 3,01-3,29 m 3,056(,7) 2,22-2,37m
a” - 3,01-3,29 m - 2,48-2,78 m
b” - 1,53 m - 1,53-1,73 m
c” - 3,01-3,29 m - 2,22-2,37m
NH 4,94 g 4,81 g - -
Boc
CHs; 1,41s 1,43s - -

Afin d'illustrer les changements de signaux enaepbrphyrine et la chlorine, nous avons

choisi de présenter I'étude détaillé du spectre RiMMposélOa(Figure 11-19).
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Nous observons la résonance des profemgrroliques sous la forme d’un singulet élargisver
8,81 ppm. L’intégration du signal, comptant sixtpres, est en accord avec la réduction d'une
double liaison pyrrolique lors de la synthese dehl@rine. Le nouveau signal, intégrant pour
les quatre protons, apparait ici sous la forme dwiitiplet a 4,08 ppm. Les protons portés par
le phényle résonnent vers 8,34 ppm et 8,09 ppm koderme d'un singulet élargi. Les
protons du bras et des polyamines apparaisserd &80 et 3,70 ppm, ceux portés par les
carbones proches des azotes étant plus déblinédegjprotons des carbones intermédiaires.
Le proton porté par I'azote du bras apparait sausrime d’un singulet vers 5,38 ppm. Les
autres protons des azotes, liés au Boc, résongeant a eux, vers 4,94 ppm sous la forme
d'un singulet élargi. Les protons méthyliques duc Bxpparaissent vers 1,41 ppm sous la
forme d'un singulet. Nous constatons, par contepiésence du signal des protons NH

pyrroliques sous la forme d’un singulet élargi vdr$0 ppm.
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CHAPITRE IIT :

SYNTHESE DE PORPHYRINES ET
CHLORINES DIPOLYAMINEES
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Chapitre 11l

Synthese de porphyrines et chlorines dipolyaminées

1- Introduction

Une analyse des résultats antérieurs obtenus micutiar dans notre laboratoire a
clairement montré que l'activité photodynamiquerdimacrocycle était liée a la présence
d’un substituant de vectorisation. Une étude ppmafondie «n vitro » a fait apparaitre que
le nombre de tels substituants et leur positionlaysorphyrine ou la chlorine avaient une
influence significative sur la photoinhibition désmeurs, probablement en raison de la
modification du moment amphiphit€. Dans ce cadre, nous nous sommes proposés de
synthétiser les composé&8a,b et 15a,b disubstitués en positions 5,15 par la spermidiria e

spermine (Figure IlI-1).

19 G, Garcia, V. Sol, F. Lamarche, R. Granet, M. Btoh, Y. Champavier, P. KrauszBjoorg. Med. Chem.
Lett, 2006 16, 3188-3192
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\\\\ 13a

NH, \\\\
//f NH, 13b

15a

15b

Figure 1lI-1 : Structure des tranporphyrines etrans-chlorines polyaminées synthétisées.

2- Stratégie de synthése

La stratégie de synthese adoptée est présentéa fgure IlI-2. La formation de la
porphyrine par la méthode des dipyrrométhanes itnest’étape importante de cette
synthése. Comme précédemment, les composés finaok isolés aprés fixation des
précurseurs polyaminés, formation des chlorinesdégrotection des fonctions amines

terminales.
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Figure IlI-2 : Schéma rétrosynthétique.
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3- Synthése de la bis(carboxyphényl)-bis(mésityl)pehyrine

La condensation du pyrrole sur deux aldéhydes B mene théoriquement a la formation de
six produits différents, illustrés sur la figurd-B. Nous obtenons les porphyrinesese
tétrasubstituées par un méme groupement (A oleBpdrphyrines possédant un groupement
A et trois groupements B ou inversement et des lpoipes mesesubstituées par deux
groupements A et deux groupements B, positionngsoawdu méme coté du cycle, nommées

respectivementis outrans-porphyrine.

trans-A,B,

B,

Figure IlI-3 : Condensation du pyrrole sur deuxéalgdes différents.
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Lindsey a réalisé une étude trés détaillée dedati@nh de Mac Donald 2+2” qui conduit
généralement a la formation d’'un mélange isomérigigdrans'® Ce mélange est di a
l'acidolyse d’intermédiaire réactionnel, puis a frecombinaison des unités libérées. Ce
processus d’'échange, appelé scrambling, est frégeatobservé lors de la condensation de

polypyrranes. (Figure 111-4%

Figure IlI-4 : Processus de réarrangement parysgalcide.

120 7. Littler, Y. Ciringh, J. S. Lindseyd; Org. Chem.1999 64, 2864-2872.
121K, M. Smith ;Porphyrins and Metalloporphyrin&d. Elsevier 1975 29-58.
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Afin d’éviter ce phénoméne de scrambling et ainsienir uniqguememnt I'isomérgrans,
Lindsey"” a montré que I'utilisation de dipyrrométhanesigté&#ment encombrés comme le
meésityldipyrrométhane conduisait a la formation lddrans5,15-bis(mésityl)-10,20-bis(4-
méthylphényl)porphyrine avec un rendement de 48#s sbserver la formation de I'isomére

cis.

3-1- Préparation du dipyrrométhane

Les méthodes généralement employées pour la ptépaes dipyrrométhanes consistent,
par exemple, a faire réagir un aldéhyde aliphatisuele pyrrole par I'intermédiaire d’'un
organo-magnésie¥: Une autre méthode d’obtention de dipyrrométhag&aléveloppée par
Vigmond etcoll.'?, qui réalisent la condensation directe du pyrmale différents aldéhydes
dans un mélange THF/ acide acétique. Finalemendskijyr* parvient a synthétiserone
flask” plusieursmesedipyrrométhanes, I'aldéhyde réagissant avec uesxe pyrrole sous
catalyse acide (TFA ou BBE®L) a température ambiante. Dans le but de syntinéaise 15-
bis(carboxyphényl)-10,20-bis(mésityl)porphyrineé nous nous sommes orientés vers la
formation dumesemeésityldipyrrométhan® en utilisant cette derniére méthode (Figure 111-5)

// \\ TFA (0,2 éq.)
+ .
N 30 min , t.a.
H

Figure IlI-5 : Synthese dmesemésityldipyrrométhane.

Cette synthese consiste a faire réagir, sous atmospnerte, le pyrrole en exces fraichement

122G, Casiraghi, M. Cornia, G. Rassu, C. Del Sant&panu Tetrahedron1992 48, 5619-5628.
1235, J. Vigmond, M. C. Chang, K. M. R. Kallury, Mh@mpson Tetrahedron Lett.1994 35, 2455-2458.
124C. H. Lee, J. S. LindseyTetrahedron1994 50, 11427-11440.
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distillé avec lemesemésitaldéhyde. Le pyrrole est présent en excésnjoainsi a la fois le

réle de réactif et celui de solvant. L’acide trdtoacétique est ensuite ajouté en quantités
catalytiques et, aprés disparition totale de I'aidie de départ, le produit est isolé avec 35%
de rendement. La stabilité du produit ainsi queréesistallisations successives ne nous ont
pas permis d’obtenir un meilleur rendement, conformant aux résultats présentés dans la

littérature.

3-2- Formation de la porphyrine

Nous avons ensuite condensé, dans le dichloromgttaantempérature ambiante, un mélange
égquimolaire demesemésityldipyrrométhane et de 4-formylméthylbenzoai® présence
d’acide trifluoroacétique. Aprés oxydation par upenone du porphyrinogene préalablement
formé, puis purification, le composé est obtenuca®@% de rendement. Nous avons choisi
d'utiliser le 4-formylméthylbenzoate pour formerttans-porphyrine6 afin de faciliter les
étapes de purification.

Afin de libérer les fonctions acides carboxyliquksféaction de saponification est réalisée
dans le DMF en présence d’une solution éthanoliupotasse. Aprés neutralisation par une
résine acide, laransporphyrine?, nouvellement formée, précipite sous forme detauis

violets. Apres filtration le composé est obtenucawe rendement de 94% (Figure 111-6).
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Figure 11I-6 : Synthése de teans-porphyrine7.

4- Synthese des porphyrines polyaminées

Comme pour les produits tétrasubstitués (chapitth, le systéme
dicyclohexylcarbodiimide/ 1-hydroxybenzotriazold aslisé pour fixer les deux précurseurs
polyaminés sur larans-porphyrine. La réaction consiste a faire réagirlauporphyrine, 10
équivalents de DCC et de HOBt en présence de Svaguts de précurseurs polyaminés.
Aprés 18 heures de réaction dans le DMF, les coég@a et 9b sont isolés avec des
rendements respectifs de 73% et 68% (Figure IIE8s rendements sont supérieurs a ceux
obtenus pour les composeés tétrapolyaminés. Cetisfpliquer par un exces plus important

de DCC, HOBt et de précurseurs polyaminés.
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DCC (10 éq.), HOBt (10 &q.)

+

N NHBoc DMF, ta., 18h
NN
H,N ~N
HOOC ROOC
NHBoc 3a NH-(CH,),-spermidineBoc, 9a: 73%
7 R= ou R = ou
NBoc-(CH,);-NHBoc  3b NH-(CH,),,-spermineBoc, 9b : 68%

N
DCC (Dicyclohexylcarbodiimide) : OTCLO HOBt (Hydroxybenzotriazole) : N,: j@
N

Figure IlI-7 : Fixation des précurseurs polyamisésla porphyring.

5- Formation des chlorines polyaminées

Cette synthese est réalisée en présence d'artoreghydrazide, comme décrit au
chapitre 1l. La présence du diimide, obtenu par odgmsition thermique du
para-toluénesulfonylhydrazide, est responsable de lduation d'une double liaison
pyrrolique. La réaction, suivie par spectroscopié-\isible, se déroule dans la pyridine
anhydre en présence de carbonate de sodium. Apydatmn par lortho-chloranil, lestrans
chlorines polyaminéedla et 11b sont obtenues avec, respectivement, 73% et 77% de
rendement (Figure 111-8).

o

1) p-toluénesulfonylhydrazide, K,CO, / pyridine anhydre , 24h, 104C

(o =0

NH-(CH,),-spermidineBoc, 9a NH-(CH,),-spermidineBoc, 1la:73%

2) o-chloranil, t.a.

R
NH-(CH,),-spermineBoc; ~ 9b NH-(CH,),-spermineBoc;  11b: 77%

Figure I1I-8 : Formation des chlorinddaet11b.
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6- Déprotection dedrans-porphyrines et destrans-chlorines polyaminées

Comme pour les porphyrines et les chlorines tétyaminées, les composés,b et
11a,b sont placés dans un mélange dichlorométhane/ dditi@roacétique 8/2 pendant
2 heures a température ambiante. La déprotectisriathetions amines conduit a I'obtention
des produitsl3a,b et 15a,b avec des rendements quasi quantitatifs. Les noMveamposés

sont solubles dans le méthanol ainsi que dans (®egure 111-9).

o v

CH,Cl,/ TFA 8/2

ta., 2h
ROOC R'OOC
NH-(CH,),-spermidineBoc, 9a NH-(CH,),-spermidine  13a
R = ou R' = ou
NH-(CH,),-spermineBoc;  9b NH-(CH,),-spermine  13b

CH,Cl, / TFA 8/2
ta., 2h

NH-(CH,),-spermidineBoc, 1la NH-(CH,),-spermidine  15a

NH-(CH,),-spermineBoc,  11b NH-(CH,),-spermine 15b

Figure 111-9 : Déprotection des fonctions amine.
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7- Caractérisations

7-1- Spectroscopie UV-visible

Les spectres des composés proté@dsb et 1llalh ainsi que celui de la
trans-porphyrine6, ont été réalisés dans le dichlorométhane. Paupteduits déprotéges
13a,h et15a,h les mesures ont été effectuées dans le méthiadahs I'eau. Le spectre de la
trans-porphyrine dicarboxyliqu& a été réalisé uniquement dans le méthanol. Ledtatsu
sont reportés dans le tableau IlI-1.

Tableau llI-1 : Bandes caractéristiques des spetikévisible des composés- 7 - 9a,b -
11a,b- 13a,bet15a,h Anax (NM) [coefficient d’absorptiore(x10° mol*.L.cm™)], & 20°C, (a:
dans le dichlorométhane, b : dans le méthanadians I'eau).

Composés Bandede QIV Qi Qll Ql
Soret

6 419 (392,4) 515(183) 549 (7,5) 591 (54)  648)47

7 414 (144,8) 512(6,0) 546(2,7) 589(1,7) 645 (1,3)
9a’ 419 (306,3) 515(135) 549 (54) 591 (4,1)  646)27
9b* 419 (338,2) 515(14,8) 549 (6,1) 590 (44)  646)3,0
11 420 (92,4) 520 (116) 546(9,7) 598(54) 654 (18,8
11b* 420 (116,0) 519(7,7) 546(53) 598 (2,8) 652 (154
13 415(330,5) 513 (151) 546(6,1) 589 (4,3)  645)27
134 414 (2850) 517 (11,9) 533(52) 581(42) 63526
13p’ 415(318,8) 513 (127) 545(56) 589 (37)  646)2.3
13b° 414 (390,9) 517 (145) 552(6,5) 581 (54)  634)3.2
15d 416 (110,7) 518(9,3) 543(6,6) 597 (3,7) 651 (19,9
15& 415(88,0)  521(6,9) 548(4,9) 596 (2,7) 650 (11,1)
15b° 416 (134,7) 516 (10,0) 544 (6,8) 596 (3,9) 651319,
15b° 415(111,9) 520(7,8) 548(54) 595(3,1) 649 (10,7
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Comme pour les porphyrines tétrapolyaminées, lextsgs des compos@&a,b et 13a,b
correspondent aux spectres généralement attendusgsoporphyrines bases libres et sont de
type etio. lls présentent une forte bande d’absorption (badd Soret) et quatre autres
bandes Q d'intensité plus faible. Lieans-chlorineslla,bet15a,b quant a elles, possédent
un spectre caractéristique de ces structures, @irsave bande de Soret moins intense que
celle des porphyrines correspondantes, ainsi gagrejbbandes Q avec une intensité de la
bande QI plus importante. Nous remarquons que lesuproduits déprotégés possédent une
bande d’absorption maximale (bande de Soret) pitgeldéplacée vers le bleu et présentant
un épaulement par rapport aux spectres des prqooitdégés. Ces caractéristiques spectrales
sont accentuées en milieu aqueux et témoignent phémomeéne d’agrégation (stacking) de
type H ou « face to face's.

Nous donnons ici a titre d’exemple, sur la figutelD, le spectre de larans-chlorine

spermidine déprotégddba
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00 | " 1
05 | '!I 1lllil -
| 4] P |
0z | = /
i et T
(= I I_ . T - (!
% e ez HH
070 || I|I \r g ___-{_N,;L__{
I _ )
0ES .II | E-‘:'NH '-m; |]
i ||'
0gD { ' /
! ] S |
MH =\
05 | | : S oh =l {\
| . i
., 00 J ( _ _/-aq/“ ""'/L 15a
045 | H )
04D | ! =
N | | l"-rmT
0,35 |I |
|
0,30 ) r'l 1
g
525 / |
f .
020 J ]
o \
015 | -~ ' al
oan L= | v P
! ., Qi oo
005 4 -~ — [}
R —_ _,_;-"" — - . _,E_ ; ““"-\.
{1000 . . . , . \ : . . . e —— ————
20 & 402 420 440 e S0 S £ S40 om0 @m0 B0 g g 0 0 T

Figure 111-10 : Spectre UV-visible du compok&adans le méthanol.

1257 Sugimoto, K. Sada, Y. Tateishi, T. Suzuki, ¢i,%. Yamaguchi, S. ShinkaiTetrahedron Let}.2005 46,
5347-5350.
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7-2- Spectrométrie de masse MALDI

Comme pour les porphyrines et les chlorines tétya@minées (chapitre Il), nous
avons confirmé la masse molaire des prodaty - 11a,b—13a,bet15a,bpar spectrométrie
de masse MALDI. Les résultats sont présentés datableau 1ll-2. Les spectres fournissent
le pic quasi-moléculaire [M+H]attendu. Pour les spectres des produits protéugiss
observons des pics meétastables dis a la perte @uwn plusieurs groupements

tert-butyloxycarbonyle.

Tableau IlI-2 : Spectrométrie de masse MALDI desiposé®a,b—11a,b—13a,betl5a,b

Composé Masse molaire calculée Masse de l'ion observé
(g.mol™) (uma)

9a 1584,13 1583,86

9b 1898,56 1898,16
1lla 1586,13 1585,88
11b 1900,56 1900,12
13a 1183,65 1183,85
13b 1297,85 1297,93
15a 1185,65 1185,70
15b 1299,85 1299,71

A titre d’exemple, nous donnons le spectre dedagichlorine spermine protégée 11b (Figure
1-11).
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Figure 111-11: Spectre de masse MALDI du comptgé.

7-3- RMN du proton

Les transporphyrines et transchlorines polyaminées ont été analysées par
spectroscopie RMN du proton. L’attribution des sign a été effectuée sur la base des
courbes d’'intégration et en s’appuyant sur les tspgeade corrélation proton-proton. Les
spectres des produits proté@sb et 11a,b ont été déterminés dans le chloroforme deutéré,
tandis que les produits déprotéd@s,bet15a,bont été solubilisés dans le méthanol deutéré.
Nous avons regroupé, dans le tableau I11I-3, ladftion des signaux des macrocycles
porphyriniquea,b et 13a,bh Les principaux groupes de signaux sont présanssayvoir, les
protonsg-pyrroliques, les protons phényliques, les protdngnésityle ainsi que ceux de la

chaine carbonée du bras et des polyamines (Fifuk2)l
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C 3
CH--orfho
BocHN b ?
H-mefa
CH - para
R

Figure I11-12 : Groupe des principaux signaux dacipe RMN'H (composé@b).

Comme indiqué dans le tableau suivant, les profgmgroliques des produits protégés,b
résonnent sous la forme de deux doublets en raisofa différence des substituants en
positionmesodes porphyrines.

Enfin, I'obtention des composés final8a et 13b est confirmé par I'absence du signal
caractéristique des protons tduit-butyloxycarbonyle (Boc) vers 1,40 ppm. Nous remarts
également la disparition du signal correspondant protons des NH pyrroliques vers
-2,60 ppm (échange avec le solvant).

La figure 11I-13 présente, a titre d’exemple, l@spe du composE3a
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9, figure, J en Hz), solvant : a : dans le CR : dans le CEDD.

Tableau 11I-3 : RMN'H des porphyrine8a,bet13 a,h

H 9a° 9b° 13 131
Pyrrole
Hy 8,73d (4,7)-8,69d 8,74d (4,7)-8,70 8,78 $-8,67 g 8,77 $-8,66 g
4,7) d (4,6)
NH -2,65s -2,64 s - -
Phényle
Hss 8,27 g 8,28 d (7,5) 8,27 d (7,9) 8,26 s
H e 8,27 g 8,22 g 8,20d (7,2) 8,22:5
Mésityle
H-meta 7,28 s 7,28 s 7,25s 7,23s
CHs-para 2,63s 2,63s 2,57s 2,55s
CHs-ortho 1,83 s 1,83 s 1,75s 1,74 s
Bras espaceur
o 3,68 m 3,64 m 3,60m 3,58 m
] 1,55-1,94 m 1,63-1,70 m 1,49-1,71 m 1,25-1,55 m
Y 1,55-1,94 m 1,63-1,70 m 1,49-1,71 m 1,25-1,55 m
) 3,16-3,22 m 2,58 m 2,51-2,77 m 2,29-291m
NH 6,06 m 529s - -
Polyamine
a 3,16-3,22 m 2,58 m 2,51-2,77 m 2,29-291 m
b 1,55-1,94 m 1,52 m 1,49-1,71 m 1,25-1,55 m
c 1,55-1,94 m 1,52 m 1,49-1,71 m 1,25-1,55 m
d 3,48 m 3,22-3,28 m 2,51-2,77 m 2,29-291m
a’ 3,16-3,22 m 2,58 m 2,51-2,77 m 2,29-291m
b’ 1,55-1,94 m 1,63-1,70 m 1,49-1,71 m 1,25-1,55 m
c’ 3,38 m 3,22-3,28 m 2,51-2,77 m 2,29-291 m
a” - 3,22-3,28 m - 2,29-291 m
b” - 1,63-1,70 m - 1,25-1,55 m
c” - 3,22-3,28 m - 2,29-291m
NH 4,87 g- 4,26 529s - ]
Boc
CH3 142s 1,44 s - -
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Figure 111-13 : Spectre RMNH du composé 3a
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Nous observons que les protofigyrroliques résonnent sous la forme de deux satgul
élargis distincts a 8,78 ppm et 8,67 ppm. Les m®outes phényles apparaissent sous la forme
de deux doublets. Ceux portés par le méthyle eitigopgara du mésityle résonnent vers
2,55 ppm sous la forme d’un singulet tandis queriéthyles emrtho, plus blindés, résonnent

a 1,74 ppm sous la forme d’'un singulet. Cette difiée de déplacement chimique peut
s’expliquer par la présence des protons des méthgtepositiorortho, au voisinage du cone
de blindage du macrocycle. Les protons du brascespaainsi que ceux présents sur la

polyamine résonnent entre 1,50 ppm et 3,70 ppm.

Les spectres de résonance magnétique des chldrireeb et 15a,b présentent les mémes
grandes catégories de signaux que les porphyriéeggentes :

- les protong-pyrroliques.

- les protons des phényles et des mésityles.

- les protons présents sur le bras espaceur.

- les protons de la polyamine.

- les protons des NH internes.

Nous observons, de plus, I'apparition du signal plegéons présents sur le cycle pyrrolidine
caractéristique des chlorines (Tableau l11-4). @ejaat, le dédoublement des signaux semble
indiqué une perte de symétrie des molécules. Celte traduit par une modification des
figures et des déplacements chimiques des prgtqysroliques et des protons présents sur le
mésityle.

A titre d’exemple nous donnons le spectre ddrdams-chlorine spermidine protégéEla
(Figure 111-14)
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9, figure, J en Hz), solvant : a : dans le CR : dans le CEDD.

Tableau IlI-4 : RMN'H des chlorined1a,bet15 a,h

H 118 11 15d 151°
Pyrrole
Hy 8,50 d (4,7)-8,43d 8,50 ¢, (3,1)-8,42 8,56 ¢,(5,6)-8,42 8,56 @, (6,8)-
(4,7)-8,32d (4,4)- d(4,1)-8,324d d(4,5)-8,31d 8,42d (4,8)-8,31
8,29d (4,4)-8,10m  (3,9)-8,29 d (4,4)8,23d(4,3) d(4,5)8,23d
(4,10)-8,09 d 8,12d (4,3) (4,3) 8,12 d (4,8)
(4,5)
CHyy 3,92m-4,12 m 3,92m-4,11m 3,94 m-4,18 m 3,95 13-4
NH -1,40 s -1,35;-1,40 s - -
Phénvle
Hss 7,94-8,17 m 7,95-8,18 m 8,00-8,18 m 7,97-8,18 m
H e 7,94-8,17 m 7,95-8,18 m 8,00-8,18 m 7,97-8,18 m
Mésityle
H-meta 7,21 s-7,23 s 7,21s-7,23s 7,23s 7,23 g
CHs-para 2,54 s-257s 2,54s-2,58 s 2,51s-2,56s 2,585,
CHs-ortho 1,85s-1,86 s 1,85s-1,86 s 1,81s-1,83s 1,8844l,
Bras espaceur
o 3,63m 3,63m 3,57m 3,60 m
] 1,83-1,86 m 1,53-1,74 m 1,67-1,76 m 1,27-1,40 m
Y 1,83-1,86 m 1,53-1,74 m 1,67-1,76 m 1,27-1,40 m
o 3,09-3,20 m 2,79-3,30 m 2,57-2,67 m 2,60-2,91 m
NH 544 m 4,70-5,44 m - -
Polyamine
a 3,09-3,20 m 2,79-3,30 m 2,57-2,67 m 2,60-2,91 m
b 1,83-1,86 m 1,53-1,74 m 1,67-1,76 m 1,27-1,40 m
c 1,83-1,86 m 1,53-1,74 m 1,67-1,76 m 1,27-1,40 m
d 3,23-3,31 m 2,79-3,30 m 2,57-2,67 m 2,60-2,91 m
a’ 3,09-3,20 m 2,79-3,30 m 2,57-2,67 m 2,60-2,91 m
b’ 1,83-1,86 m 1,53-1,74 m 1,67-1,76 m 1,27-1,40 m
c 3,23-3,31 m 2,79-3,30 m 2,57-2,67 m 2,60-2,91 m
a” - 2,79-3,30 m - 2,60-2,91 m
b” - 1,53-1,74 m - 1,27-1,40 m
c” - 2,79-3,30 m - 2,60-2,91 m
NH 4,87 $-5,30 g 4,70-5,44 m - -
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Nous observons cing signaux (4 doublets et 1 metjipentre 8,50 ppm et 8,10 ppm,
correspondants aux protofigpyrroliques. Les protons de la liaison réduiteorggent, quant a
eux, sous la forme de signaux distincts a 3,92 ppAh 12 ppm. Ce dédoublement de figure
apparait e€galement pour les protons portés parrdéepgment mésityle (7,21 ppm et
7,23 ppm), sous la forme de deux singulets. Lesasig des protons portés par les méthyles
en para et ortho du meésityle sont eux aussi dédoublés et résonmsmectivement vers
2,55 ppm et 1,85 ppm. L'intégration de ces signasik en accord avec la structure de la
molécule. Enfin les protons portés par les azotebvrds et de la polyamine résonnent aux
alentours de 5,00 ppm et ceux portés par les casbdn bras et de la polyamine se situent
entre 1,50 et 3,70 ppm.

Les spectres des chlorines déprotédéesb présentent également les mémes caractéristiques

(dédoublement des signaux).
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CHAPITRE IV :

SYNTHESE DE TRIMERES DE
PORPHYRINE ET DE CHLORINE
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Chapitre IV

Syntheése de triméres de porphyrine et de chlorine

1- Introduction

Le Photofriff est le photosensibilisateurs le plus largemetisétien photothérapie
dynamique des cancers. Cependant cet anticancéséux mélange composé essentiellement
de dimeres d’hématoporphyrines mais aussi d'oligesiecomprenant trois a six unités
porphyriniques?® De nombreuses études se sont orientées vers thésgnde dimeéres
macrocycliques et il semblerait que la nature dgalaon entre les porphyrines joue un role
particulier dans I'activité antitumorale. Ainsi Reay etcoll.””” ont montré que les diméres
possédant une liaison éther ou carbone-carbonenétpius efficace, vis-a-vis des cellules
canceéreuses, que ceux reliés par une liaison @st@mide. Cependant peu de travaux se sont
intéresseés a la synthése de triméres. Enfin, nourssavu précédemment I'intérét d’utiliser, en
PDT, des chlorines pour le traitement de cancears ptofonds. Ainsi, en tenant compte de
tous ces résultats, nous nous sommes proposesnteétsser un trimere comprenant trois
unités porphyrine®0 et un trimere comportant deux motifs porphyringjencadrant une

chlorine21. Toutes ces unités sont reliées entre elles paliasons éthers (Figure IV-1).

16 R. K. Pandey, K. M. Smith, T. J. Dougherty. Med. Chem199Q 30, 2032-2038.
127R. K. Pandey, G. Zheng, D. A. Lee, T. J. DougheftyM. Smith ;J. Mol. Recognit.1996 9, 118-122.
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Figure IV-1 : Structures des trimeres synthétiést21.

2- Stratégie de synthése

Les étapes de synthese de ces trimeres sont eapFés sur le schéma
rétrosynthétique de la figure 1V-2. La stratégiesgiathése que nous avons appliquée consiste
a former, dans un premier temps, une tritolyl-mbgd(oxyphényl)porphyrine portant une
chaine alkyle puis de condenser, dans un secongsierme précurseur avec une

trans-porphyrine ou uné&rans-chlorine dihydroxylée afin d’obtenir les composésihaités.
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Figure IV-2 : Schéma rétrosynthétique.

3- Synthése de la monpara-hydroxyphényltritolylporphyrine
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Afin d’obtenir cette molécule, nous avons utilise méthode dite des aldéhydes
mixtes, présentée au chapitre |. Cette synthesbiestadaptée a la formation de la mono-
hydroxyphényltritolylporphyrine car elle est reletiment simple & mettre en ceuvre et ces
composés cristallisent aisément (Figure 1\/23).

H,C CH

QLA

CHO CHO

C,H;COOH
4éq.[/ \§ + 3 éq. + 1é€q.
1h30, 130T

CH

Iz

o = O

H,C OH
16: 5%

Figure IV-3 : Syntheése de la mopara-hydroxyphényltritolylporphyrinel 6.

On obtient alors apres purification par chromatpgra sur colonne, le compo4é avec un
rendement de 5%. Celui-ci, bien que faible, esfarome a ce type de réaction et résulte en

partie de la polymérisation concomitante du pytrole

4- Synthese de la monpara-(3-iodopropyloxyphényl)tritolylporphyrine

Afin d’achever la synthése du précurseur porplgua 17, nous avons fixé une
chaine comprenant trois carbones sur la fonctiondrdxyle de la mono-
hydroxyphényltritolylporphyrine. Le compos&6 a été alkylé suivant la méthode de
Williamson (Figure 1V-4).

128 G, Etemad-Moghadam, L. Ding, F. Tadj, B. Meuni@etrahedron1989 45, 2641-2648.
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H,C CH, H,C CH

QLA O QLA

K,CO, (54 éd.)
DMF, t.a., 18h

o = O 0 = O

H.C 16 OH H,C 17 : 76% o)

+ 50 éq. |/\/\|

Figure IV-4 : Fixation de la chaine carbonée pan&hode de Williamson.

Pour cela, on fait réagir le 1,3-diiodopropane lsugroupement hydroxyle du compaoké

Cette substitution nucléophile s’effectue dansiteéthylformamide rigoureusement anhydre
en présence d'un large exces de carbonate de potadse composé est purifie, aprés un
traitement classique, par chromatographie préparaur plaques de silice. Le rendement
optimum (76%) est obtenu aprés 18 heures de réa&tiompérature ambiante. Une élévation
de la température entraine une augmentation dédsse de réaction mais également une

dégradation partielle du produit formé.

5- Synthese de la bis(hydroxyphényl)-bis(mésityl)pphyrine

Pour réaliser la synthése de cette trans-porptayrnious avons choisi la méthode de

Lindsey. Comme décrit précédemment dans le chapitreette synthese fait appel a la

formation d’'un meso-mésityldipyrrométhane, interimaéd encombré limitant la formation de

l'isomere cis (Figure IV-5).
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TFA (1 éq.), CH,CI,
+
1h30, t.a.
H O
5
OH
HO
para-chloranil
OH
18:17%

Figure IV-5 : Synthése de teans-porphyrinel8 par la méthode de Lindsey.

La condensation d'un mélange équimolaire deesemésityldipyrrométhane et de
4-hydroxybenzaldéhyde en présence d’acide triflacétique, dans le dichlorométhane et a
température ambiante, conduit a la formation d’'orphyrinogene. Celui-ci est alors oxydé
par le parachloranil pour former, aprés purification, k@ansporphyrine 18 avec un
rendement de 17%. Ce rendement est plus faibleeue généralement obtenus pour ce type
de réaction. Cette différence peut s’expliquer lpaformation d’'une porphyrine possédant

deux fonctions hydroxyles qui est purifiée avedicliité.
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6- Synthése de la bis(hydroxyphényl)-bis(mésityl)dtrine

Cette synthese est réalisée en présence de diiotitlenu par décomposition thermique du
para-toluenesulfonylhydrazide (chapitre II-5). La réan{ suivie par spectroscopie
UV-visible, se déroule dans la pyridine anhydrepetsence de carbonate de sodium. Aprées
oxydation par lbrtho-chloranil, puis purification, larans-chlorine 19 est obtenue avec 58%

de rendement (Figure 1V-6).

Or - 3

p-toluénesulfonylhydrazide, K,COj,, o-chloranil

pyridine anhydre, t.a., 24h

(0 =0

HO 18

Figure IV-6 : Formation de lmans-chlorine19.
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7- Synthése des triméres

La condensation du précurseur porphyrinigdesur la porphyrind8 ou sur la chlorind.9 est

réalisée selon la méthode de Williamson décritegaémment (Figure IV-7 et 1V-8).
H,C CH, OH
Q1 = 1) Cr 3
x |
o = 0 o =0
H,C . o/\/\l HO .

K,CO, (80 éq.) | DMF, t.a., 10j

20 :51%

Figure IV-7 : Synthese du trimeg®.
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OH

sacBa

19

3
o = 0
e 17 o/\/\l "o

K,CO, (80 éq.) | DMF, t.a., 10j

21 :44%

Figure 1V-8 : Synthése du trimepd.

La réaction consiste a faire réagir la porphyrii& et la chlorinel9 avec un excés du
précurseur i0dél7 en présence de carbonate de potassium dans lghgifognamide

anhydre. Aprés dix jours de réaction et purificaties trimere20 et21 sont isolés, avec des
rendements respectifs de 51% et 44%. Des basesfqgsles (NaOH, KOH) n’ont donné

aucune conversion.

8- Caractérisations
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8-1- Spectroscopie UV-visible

Les spectres des composks et 17, ainsi que ceux des trimer@9 et 21, ont été
réalisés dans le dichlorométhane. En ce qui coecdantransporphyrine 18 et la

trans-chlorinel9, les mesures ont été effectuées dans le méthialolle@u 1V-1).

Tableau IV-1 : Bandes caractéristiques des spedivesgisible des composélb - 17 - 18 -
19-20et21
Amax (NM) [coefficient d’absorptiore(x10° mol™.L.cmiY)], & 20°C, (a : dans le

dichlorométhane, b : dans le méthanol).

Composés Bandede Q IV Q Qll Ql
Soret
16° 418 (363,0) 516 (135) 552(7,4) 592 (40)  648)4,3
17 420 (477,1) 516 (145) 552 (115) 592 (4,9)  648)3,
18’ 418 (308,0) 515(14,1) 552(10,0) 595(6,2) 6506,
19 420 (173,7) 520 (127) 547(9,6) 598(51) 651p6
20° 420 (705,8) 517 (19,7) 552 (17,7) 592 (7.4)  649)4,
21° 421 (698,9) 518(19,1) 551 (16,5) 594 (7,2) 6514p3

Les spectres obtenusl&18) correspondent a ceux généralement observés pesir |
porphyrines de type base libre et présentent unie i@nde d’absorption vers 420 nm (Bande
de Soret) et sont de tymtio. Cependant, le compod®, présente une légere modification
dans l'intensité relative des bandes | et I, casalt a un spectre atypique avec une bande QI

d’intensité supérieure a QIl.

D’aprés la littérature, nous observons, dans leddaétérodiméres porphyrine-chlorine, une
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superposition des spectres de chaque monofiéksi dans notre cas, on s’attendrait a
obtenir un coefficient molaire pour le trimere égala somme des coefficients molaires de
chaque monomeére, or ce n’'est pas le cas. Cecigbsrexpliquer par une intéraction entre
les macrocyles qui diminue l'intensité des bandababrption.

Nous donnons a titre d’exemple, sur la figure IMeBspectre du trimeral.

1,144
1,10
1,08

1,00

350,0 380 400 420 440 460 460 500 520 40 S0 560 GO0 G20 640 GE0 6a0 voo 720 740
nm

Figure IV-8 : Spectre UV-visible du compadgdans le dichlorométhane.

8-2- Spectrométrie de masse MALDI

Les porphyrines 16, 17 et 18 ainsi que la chlofifiect les triméres 20 et 21 ont été
caractérisés par spectrométrie de masse MALDI e$ tes spectres présentent le pic
guasi-moléculaire [M+H]+. L’ensemble des résulegsreporté dans le tableau I1V-2.

129 E. |. Zenkevich, V. N. Knyukshto, A. M. Shulga, \A. Kuzmitsky, V. |. Gael, E. G. Levinson,
A. F. Mironov ;J. Lumin, 1997, 75, 229-244.
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Tableau IV-2 : Spectrométrie de masse MALDI desposésl6—17—-18-19—-20et21

A titre d’exemple, nous donnons le spectre du tr@2@ (Figure IV-9).

Counts

Composés Masse molaire calculée Masse de l'ion observe

(g.mol™) (uma)

16 672,84 673,60

17 840,70 841,80

18 730,90 731,29

19 732,93 733,21

20 2156,72 2156,05

21 2158,74 2158,09

12000

215606 MH+

i Jm'MMMmMMm{~MWMWMW\MMMNﬁ
i 2500

1000 1500

Maws (m/z)

Figure IV-9: Spectre de masse MALDI du comp@égé
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8-3- RMN du proton

L’attribution des signaux a été effectuée sur daebdes courbes d’intégration. Les
spectres des produitk6 et 17 ainsi que les trimereg0 et 21 ont été mesurés dans le
chloroforme deutéré, tandis que tie@nsporphyrine 18 et la transchlorine 19 ont été

solubilisés dans le méthanol deutéré.

8-3-1- Etude des spectres des monomeéres

Le tableau VI-3 présentent les attributions deBdihts signaux des monomedds; 17, 18,

et19. Les groupes de signaux sont représentés daigsita fV-10.

Figure IV-10 : Groupe des principaux signaux ducggeRMNH (composéd7 et 18).
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Tableau IV-3 : RMN'H des composéls—17 - 18 et 19.

9, figure, J en Hz), solvant : a : dans le CR : dans le CEDD.

H 16 17 18 19
Pyrrole
Hp 8,93 d (4,4)- 8,84 g 8,86 g 8,62d (4,8)-8,41 d(4,4)-
8,84s 8,683  8,38d (4,9)-8,22 d (4,9)-
8,20 d (4,5)-8,06 d (4,8)
CH, - - - 4,20 m-3,90 m
NH -2,76 g -2,75 g - -
Phénvle
He 8,03 d (8,2) 8,0941(8,5) 7,78 s 7,89 d (8,3)-7,68 d (8,2)
H s 7,15d (8,2) 7,234(8,5) 7,76s 7,12 d (8,3)-7,10 (8,3)
Tolyle
He 8,08 d (7,7) 8,0841(7,5) - -
H s 7,53d (7,7) 7,534(7,5) - -
CHj; 2,69 s 2,69 s - -
Mésityle
H-meta - 7,30 s 7,308
CHgs-para - 2,63s 2,55s-2,50s
CHs-ortho - 1,84 s 1,83%1,823
O-bras espaceur
a - 4,27 tél (6,1) - -
- 2,43 quing - -
(6,1)
Y - 3,51 ¢(6,1) - -
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Nous retrouvons, pour les porphyrirs 17 et 18, les signaux caractéristiques des composeés
tétrapyrroliquesmesesubstitués. Larans-chlorine 19 présente, elle aussi, des signaux en
accord avec sa structure, avec notamment I'appariies signaux des protons du cycle
pyrrolidine. Cependant nous remarquons, comme gefggent dans le chapitre 1ll, une

perte de symétrie de la molécule se traduisanupatédoublement des signaux des protons

S-pyrroliques ainsi que ceux du phényle et du miesity

8-3-2- Etude des spectres des trimeéres

Les triméres20 et 21 ont ensuite été caractérisés par RMNet les résultats sont reportés

dans le tableau IV-4. Les différents groupes deaig sont représentés dans la figure 1V-11.
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Figure IV-11 : Groupe des principaux signaux ducggeRMN'H (compos&0).

Tableau IV-4 : RMN 1H des triméer&9 et21.
9, figure, 0 en Hz), solvant : CDGI

H 20 21
Macrocycles A

Pyrrole

Hy 9,01d (4,7)-8,97 d (4,8)-8,96 s- 9,01 m-8,96 s-8,90,s3,89

8,90 d(4,8)-8,85 s 58,85 s

NH -2,57s -2,58 s
Phényle

Hoe 8,18 m 8,15-8,22 m

Hss 7,40 d, (8,36) 7,31-7,40 m
Tolyle

H e 8,10 m 8,08-8,11 m
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Hass 7,53 m 7,51-7,56 m
CHs 2,70 s 2,70 s
Macrocycle B
Pyrrole
Hy 8,87 d (4,5)-8,69d (4,6) 8,8%¢-8,69 d (8,7)-8,63 d
(8,6)-8,46 d (4,5)-8,43 d
(4.8)
CHsyp - 4,19-4,23 m-3,90-3,94 m
NH -2,75s -1,28s--1,41s
Phényle
Hoe 8,18 m 8,15-8,22 m
Hss 7,40 q, (8,36) 7,31-7,40 m
Meésityle
H-meta 7,25s 7,21s-7,20 s
CHs-para 261ls 2,57 s-2,53s
CHs-ortho 1,84s 1,86s-1,83s
O-bras espaceur
o 4,64 1 (5,7) 4,55-4,64 m
B 2,69 m 2,61-2,66 m
Y 4,64 t (5,7) 4,55-4,64 m

Les signaux caractéristigues des monomeres préisédpparaissent au niveau des spectres
des trimere®0 et21. La perte de symétrie de la molécBle due a la présence de la chlorine
centrale, a rendu l'interprétation du spectre plifisicile. Cependant l'intégration de certains
signaux caractéritiques a permis de confirmerrlactitre des triméres.

Nous donnons, a titre d’exemple, le spectre dueir@®0 (Figure IV-12).
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Figure IV-12 : Spectre RMRH du trimére20,
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L’étude des spectres des momomeres constituarninére 20 a facilité l'attribution des
différents signaux de ce spectre. Nous retrouvespitotong-pyrroliques qui résonnent sous
la forme de doublets distincts entre 8,7 ppm etpgp®. Les protons phényliques de chaque
macrocycle ainsi que les protons des tolyles ex cieumésityle résonnent entre 7,2 ppm et
8,2 ppm. Les protong ety du bras apparaissent ensemble a 4,64 ppm sous fignriplet
élargi. lls sont couplés aux protofsntermédiaires du bras qui résonnent a 2,69 ppms so
forme de multiplet. Enfin les protons portés pas léthyles du groupement mésityle
apparaissent sous forme de singulet a 2,61 ppma®ux en positiopara et 1,83 ppm pour
ceux en positiomrtho. Les NH internes apparaissent sous la forme de siegulets a -2,57
et -2,75 ppm intégrant respectivement pour 4H et 2H

Le déplacement chimique des NH internes de chaqgeeraoycle a été confirmé par
I'attribution des signaux du compog4 (Figure 1V-13). De plus nous remarquons pour ce
trimere I'apparition des signaux caractéristiquedalprésence d’'une chlorine aux alentours
de 4,00 ppm.
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Figure IV-13 : Spectre RMRH du trimére21.
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CHAPITRE V :

QUELQUES DONNEES
PHARMACOLOGIQUES
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Chapitre V

Quelques données pharmacologiques

1- Introduction

Une étude physico-chimique a été réalisée sucdagposés tétrapolyamind®a,b et
14a,bainsi que sur lesansporphyrines etrans-chlorines polyaminéek3a,bet15a,bh Nous
avons tout d’abord déterminé la valeur du coeffitiele partage de chaque composé
déprotégé entre le 1l-octanol et une phase aquétrseeffet en chimie thérapeutique,
I'amphiphilie d’'un composé est trés souvent cogéléon activité biologiqué&. Ensuite nous
avons évalué l'aptitude de ces composés a prodeiltoxygene singulet, cette espece étant
'agent toxique principal en PDT. Par la suite, wtade spectroscopique UV-visible sur
l'interaction entre '’ADN et les macrocycles polya@s a été réalisée. Sur ces bases, nous

avons étudié le photoclivage d’'un ADN plasmididlbide de ces composés.

2- Coefficient de partage

L'un des criteres recherchés lors de la synthésealeeaux photosensibilisateurs est le
caractére amphiphile de la molécule. Ce caractepsitant peut étre déterminé par le calcul
du logarithme du coefficient de partage (log P)leSproduit s’avere trop hydrophile (log P
<0), il ne pourra pas passer les barrieres celagaPar contre, s'il reste trop hydrophobe (log
P >0), le composé ne sera soluble que dans leargslwrganiques et donc inapplicable au
milieu biologique.

Ainsi, le macrocycle étant hydrophobe, le nombrdaeposition des difféerents substituants
fixés jouent un rble primordial dans le caractéraphiphile des photosensibilisateurs
potentiels.

Les valeurs du logarithme du coefficient de partageété déterminées pour les composés
tétrapolyaminésl2a,b et 14a,h Nous trouvons respectivement -2,02 et -2,83 pesr

porphyrines et -1,87 et -1,98 pour les chlorinasespondantes. Il est intéressant de noter que

130 G. Zheng, W. R. Potter, S. H. Camacho, J. R. Mis€®8. Wang, D. A. Bellnier, B. W. Henderson,
M. A. J. Rodgers, T. J. Dougherty, R. K. PanddyMed. Chem2001, 44, 1540-1559.
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les macrocycles tétraspermin&2b et 14b sont plus hydrophiles que leurs homologues
tétraspermidinéd 2a et 14a Ceci s’explique par la présence de quatre fonstiamines

supplémentaires, se traduisant par quatre chamg@tves en milieu aqueux. De plus, nous
remarquons que les chlorines, de par la réductiameddouble liaison pyrrolique, se révélent

plus hydrophobes que les porphyrines corresponslante

La synthése detransporphyrines etrans-chlorines polyaminées a permis I'obtention de
composés nettement plus amphiphiles. En effetlolgsP des produits déprotégé&sa,b et

15a,b sont respectivement de 0,11 et 0,07 pour les pargs et de 0,53 et 0,38 pour les
chlorines correspondantes. Nous notons, comme geéudent, que les chlorines sont plus
hydrophobes que les porphyrines. De plus les mgckeg portant des groupements
sperminés sont plus hydrophiles que leurs homokgpermidinés, probablement en raison

de leur plus grand nombre de charges positives.

3- Production d’oxygene singulet

Nous avons évalué I'aptitude des compds&sh 13a,h 14a,bet15a,ba produire de
'oxygeéne singulet selon le protocole décrit daagpartie expérimentale. Ce test consiste a
contrbler par chromatographie sur couche minceolandtion d’endoperoxyde d’acétate
d’ergostérol, a partir d’'acétate d’ergostérol emspnce de macrocycle polyaminé, sous
bullage d’air et sous irradiation lumineuse (Figwel).”' Les résultats obtenus sont
compareés a ceux de I’hnématoporphyrine (Hp) quuasndicateur d’oxygene singulet connu.
Ce test nous a permis de mettre en évidence duaditzent, pour tous les composés, la

production d’'oxygene singulet. Ces molécules sontdle bons candidats pour la PDT.

Photosensibilisateur
O,, hv

AcO

131 G. Ohloff ;Pure Appl. Chem1975 43, 481-502.
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Figure V-1 : Formation de I'endoperoxyde d’acétditrgosterol.

4- Interaction avec I'ADN

L’interaction de macrocycles cationiques sous forbase libre ou métallés avec
I'ADN présente un intérét croissant depuis pluseannées en raison de la possibilité de
photoclivage du matériel génétique d'une cellule dune bactérie par I'action du
photosensiblisateur. Ainsi certaines porphyrinesljes que la tétra(méthylpyridinium)
porphyrine (TMPyP), sont capables de s’intercaletree les bases d’ADN, inhibant la
réplication du matériel génétique. Différents modEsteraction sont proposés qu’il est
possible de mettre en évidence par spectroscoplyfueisible. L'intercalation se caractérise,
au niveau de la bande de Soret, par un déplaceraente rouge >15 nm (effet bathochrome)
et une baisse de l'intensité >35% (effet hypochnorhes interactions externes simple ou par
« self-stacking » des macrocycles a la surface AleN sont décelées par un déplacement
vers le rouge et une baisse d'intensité de la bataleSoret plus faibles que lors de
lintercalation. Par rapport a linteraction simpléinteraction par « self-stacking » des
macrocycles a I'extérieur du brin d’ADN se tradpéar dédoublement de la bande de Soret.
Dans ce cas les noyaux macrocycliques s’empilergepeliculairement a I'axe de I'hélice
(Figure V-2)**

&® = Macrocycle

@) (b) (©

Figure V-2 : Dessin schématique des différents matiateraction. (a) intercalation ; (b)

132R. J. Fiel 3. Biomol. Struct. Dyn1989 6, 1259-1275.
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interaction externe simple ; (c) interaction exéepar « self-stacking
Dans ce travail préliminaire, nous avons suivi, ppectroscopie UV-visible, 'allure des
spectres des composdfa,b 13a,b 14a,b et 15a,b aprés additions successives d'une
solution d’ADN de thymus de veau. Nous proposonarncmodéle simplifié des équilibres de

complexation.

K K,
porphyrine + ADN é porphyrine-ADN — ADN-porphyrine-ADN

Compte tenu de la complexité des structures étsdieee I'allure des spectres suivants, des
phénomenes de dimérisation ne sont pas a exclure.

A titre d’exemple, nous donnons l'allure du spedii-visible du composé2aen présence
de différentes concentrations d’ADN (Figure V-3).

23100 M

['H]

0g |

g

r2,3.1I:I'5 ful

Figure V-3 : Changement du spectre d’absorptionvifible du composé#2a(8,5 10° M)
aprés ajouts successifs de la solution d’ADN (8e1®° M & 2,3.1C M).

(spectres réalisés dans solution saline de tampospbate pH 7,4).

1337, Uno, K. Hamasaki, M. Tanigawa, S. Shimabayastirg. Chem.1997, 36, 1676-1683.
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Nous constatons, pour ce composé, une diminutiofirdensité de la bande de Soret ainsi
gu’'un léger déplacement vers les plus grandes kurgud’onde faisant apparaitre un point
isobestique suggérant la formation d’'un complexeNADacrocycle?®* De plus nous avons
également réalisé une premiére approche mathéreatimgéthode de Chipma) afin de
déterminer la stcechiométrie de la réaction ainsilguconstante d’association. Ces résultats
ont montré que la stoechiométrie de la réaction etasine de 2 et traduisait un phénoméne
de coopérativité, la fixation d’'une premiere molécsur le récepteur favorisant la fixation
d’'une seconde. Nous avons également déterminénktartte d’association caractéristique de
la fixation de la premiére molécule d’ADN sur larpoyrine (K; = 1,9.16). Enfin le
dédoublement de cette bande suggere une intergudior self-stacking » du compo$2a
avec le matériel génétique. Nous observons les mé&amctéristiques spectrales avec les
composeés tétrapolyamin&gb, 13aet13b.

L'interprétation des spectres des compdséss 14a,b et 15a,b aprés ajouts de la solution
d’ADN, se réveéle plus délicate. Il semblerait qus composés créent des interactions plus
faibles avec le matériel génétique (déplacemeriadmnde de Soret peu important et faible
hypochromicité) (k = 3,5.10) (Figure V-4).

134B. Chen, S. Wu, A. Li, F. Liang, X. Zhou, X. Cah,He ;Tetrahedron2006 62, 5487-5497.
135D, M. Chipman, V. Grisaro, N. Sharod.;Biol. Chem.1967, 242, 4388-4394,
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Figure V-4 : Changement du spectre d’absorptionvisiible du composé4a (3,9 10° M)
aprés ajouts successifs de la solution d’ADN (@e10° M & 1,2.1C M).
(spectres réalisés dans solution saline de tamposphate pH 7,4).
5- Photoclivage de 'ADN

Les composés chimiques se liant aux acides nussgigt pouvant les cliver sont des
réactifs a fort potentiel pour accéder a des infdioms sur la structure du patrimoine
génétique.

Une revue détaillée de la littérature a montré deieels composés peuvent étre utilisés dans
le traitement de cancers, de maladie génétiguesd'mfections virales. Ainsi des
photosensibilisateurs cationiques tels que la TMBtyBes analogues sont connus pour leur
fixation sur 'ADN et le clivage de ce dernier aprigradiation lumineus&® De plus des
drogues telles que la bléeomycine, capable de selir acides nucléiques et de les cliver,
peuvent empécher la prolifération cellulaire tun®r&n bloquant la transmission de
I'information génétiqué¥

Nous avons donc réalisé le photoclivage du plasnmp@&R322 par les porphyrines
tétrapolyaminéed 2a,b et lestransporphyrines polyaminée$4a,bh Comme le montre le

schéma de la figure V-5, I'électrophorése en gabdiose permet de séparer les différentes

136 M. Pitié, B. Meunier ;). Biol. Inorg. Chem1996 1, 239-246.
137C. A. Claussen, E. C. LongChem. Rey1999 99, 2797-2816.
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formes d’ADN. En absence de photosensibilisateupldsmide est présent sous deux formes,
la forme surenroulée (S) (fortement majoritaire neigrant le plus loin) et la forme
relachée (R) (en faible proportion et migrant leimsdoin). La forme linaire (L) du plasmide,
obtenue apreés digestion par la DNase de restri&omR|, migre a une distance intermédiaire
(Figure V-5).

On ==
\ = = = —— |+#4— Dépdt
—_ relachée (B
o™y — < linfaire (L)

/ f— *— aurerr oulée ()
L2007

Figure V-5 : Visualisation des différentes forméamsmidiales séparées par électrophorése.

L’activité des photosensibilisateurs en présencdudaére se traduit par une disparition
progressive de la forme surenroulée du plasmiderafit de la forme relachée ; la forme
linéaire apparait finalement a la suite d’une ilatidn prolongée. Les différentes formes de
I’ADN ont été visualisées, apres migration sur djalgarose, grace a un marqueur fluorescent
le SYBRSafe.

Nous donnons les résultats de l'activité des paipbg tétrapolyaminéed2a et 12b
(Figure V-6).
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Figure V-6 : Résultats d’activité des compo$2aet12b.

Piste 1 : digestion du plasmide par EcoRI (formédire)
Piste 2 : plasmide seul (formes surenroulée ethék)
Piste 3 : plasmide +vh120 min

Piste 4 : plasmide 32a

Piste 5 : plasmide *¥2a +hv 15 min

Piste 6 : plasmide 32a +hv 60 min

Piste 7 : plasmide #2a +hv 90 min

Piste 8 : plasmide #2b

Piste 9 : plasmide ¥2b +hv 15 min

Piste 10 : plasmide #2b +hv 60 min

Piste 11 : plasmide #2b +hv 90 min

Nous observons, tout d’abord, que le plasmide rdegeade pas en présence de lumiére seule
(piste 3) ainsi qu’en présence des photosensitalisa non irradiés (pistes 4 et 8). Aprés 15
minutes d’irradiation, la forme surenroulée du plake diminue au profit de la fraction
relachée (pistes 5 et 9). Ce phénoméne, conséquenapparition d’une coupure sur I'un
des brins d’ADN, s’accentue encore aprés 60 et Butes d’irradiation. La forme relachée
devient majoritaire et nous commencons a voir ipar la forme linéaire du plasmide,
résultat d'une coupure sur chacun des deux briaBHN".

Enfin, la méme expérience réalisée surttassporphyrines polyaminées4a,b ne montre

pas dactivité. Ce résultat négatif pourrait étustifié par la plus faible affinité de ces
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composés pour 'ADN (paragraphe V-4).
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

Ce travail a permis d’accéder pour la premiers foides structures porphyriniques
polyaminées ainsi qu’a des trimeres mixtes porpieydhlorine. Outre I'intérét que présentent
ces structures pour la reconnaissance des celluieerales, elles possedent un caractére
amphiphile particulierement intéressant pour petmaeta pénétration a travers les
membranes.

De premiers tests ont été entrepris sur les pompdsytétrapolyaminées gans-polyaminées

en présence d’ADN. Nous avons ainsi pu mettre éteéce l'interaction de ces composés
nouvellement formés avec le matériel génétiquei ajne le photoclivage de 'ADN par
'oxygeéne singulet produit apres irradiation descroaycles. Par ces résultats, nous pensons
avoir montré la faisabilité d’utiliser ces struasrcomplexes en tant que photosensibilisateurs
pour la PDT.

Nous envisageons par la suite d’effectuer des sasiitaires sur les chlorines polyaminées en
présence de lumiére rouge. De plus nous réalisefes®ssais d’activité biologique, vitro,

de ces porphyrines et chlorines polyaminées suligie&es cellulaires cancéreuses (MCF-7 et
HaCat) afin d’évaluer leur potentiel photocytotaxéget d’essayer de mettre en évidence les
phénomeénes de mort cellulaire dis au traitementoplyjoamique. Enfin la synthése de

nouveaux trimeres ainsi que leur fonctionnalisationt également envisagées.

- 153 -



- 154 -



CHAPITRE VT :

PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre VI

Partie Expérimentale

1- Réactifs et solvants
L'origine des réactifs et des solvants utiliséscaurs de ce travail et leur traitement éventuel

sont présentés dans le tableau VI-1. Toutes lestgriont été testées avec les procédures

classiques (point de fusion, traces d’eau mesyra&elR, etc).

Tableau IV-1 : Réactifs et solvants

Réactifs et solvants Origines
Acétate d’éthyle 99% SDS
Acétone Elvetec
Acétonitrile 99,7% SDS
Acide acétique 99,8% Fisher
Acide chlorhydrique 35% Fisher
Acide propanoique 99% Acros
Acide trifluoroacétique 99% Acros
ADN de thymus de veau, ADN plasmidiat2000 pdb) Invitrogen
Boc-ON 99% Aldrich
Carbonate de potassium (séché 24h a I'étuve a 300°C Aldrich
Chloroforme 99,9% SDS
4-carboxybenzaldéhyde 97% Acros
Dichlorométhane 99,8% SDS
Dicyclohexylcarbodiimide 99% Acros
1,3-diiodopropane 99% Aldrich
Diméthylformamide 99,5% SDS
Ethanol absolu Elvetec
Ether de pétrole 40-65°C SDS
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Hydrazine monohydrate 98%
Hydrogénocarbonate de sodium 99%
Hydrogénosulfite de sodium
4-hydroxybenzaldéhyde 99%
1-hydroxybenzotriazole (¥D<5%)
Hydroxyde de potassium
Hydroxyde de sodium

Méthanol

Mésitylbenzaldéhyde 98%
N-4-bromobutylphtalimide 98%
Octan-1-ol 99%

Ortho-chloranil 97%

Para-chloranil 99%

Para-tolualdéhyde 97 % (distillé sous vide sur GaH

Para-toluénesulfonylhydrazide 97%
Pyridine 99,8%

Pyrrole 98% (distillé sous vide sur CgH
Résine acide Amberlite IRN-77
Résine basique Dowex 1x8-50
Spermidine 99%

Spermine 99%

Tétrahydrofurane 99,9%
Tétra(carboxyphényl)porphyrine
Toluene 99,3%

Triéthylamine 99,5%
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2- Mesures physiques

- Ultraviolet-visible (UV): Les spectres ont été réalisés sur un spectroptatte UV-visible
Perkin Elmer Lamba 25. Tous les spectres sontteffisadans des cellules de quartz de 1 cm
de trajet optique & une concentration voisine de1@® M dans le dichlorométhane pour les
produits protégés et dans le méthanol et I'eau p@wproduits déprotégés. Les longueurs
d'onde correspondantes aux absorbances maximaiesxqmimées en nm et les coefficients

d'absorption molaire, en mot*.L.cm™.

- Infra-rouge (IR): Les spectres IR sont réalisés sur un apparakilP&lmer FT-IR
spectrometer-SPECTRUM 1000 sur des échantillonslitonnés en pastilles de KBr. Les

nombres d'onde sont exprimés eri‘tm

- Les températures de fusion (F°)Les températures de fusion sont mesurées ers tube
capillaires sur un appareil Electrotermal 1A9100.

- R.M.N: Les spectres R.M.N ont été enregistrés sur yarag Bricker DPX avec une
fréquence de 400,13 MHz pour le proton et de 108J6& pour le carbone 13 au service
commun de I'Université de Limoges. Les déplacem@)tsont exprimés en ppm en prenant
le tétraméthylsilane comme références interne ctesstantes de couplage sont mesurés en
Hz. Les abréviations retenues sont : s (singullefdloublet), dd (double doublet), ddd (double
double doublet), t (triplet), g (quadruplet), quif@uintuplet), m (multiplet). Les figures

élargies comportent un él en indice.

- Spectrométrie de masse MALDILes spectres de masse MALDI ont été effectués au
Laboratoire de Chimie Structurale Organique et @jajue de I'Université de Paris VI par le
Dr. Jean Claude Blais et le Dr. Sandra Salves paorgtion laser avec un spectrometre a

temps de vol Voyager Elite.
- Spectrométrie de masse Haute Résolutibes spectres de masse Haute Résolution ont été

réalisés sur un appareil ZABSpec. TOF de Micronpassédant une géomeétrie EBE TOF au

Centre Régional de Mesures Physiques de 'Oues@® de I'Université de Rennes.
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3- Chromatographie

- Chromatographie analytique sur couche mince

L'évolution des réactions ainsi que la pureté deslyts sont controlés par CCM (silice
déposée sur plaques d'aluminium alufolien : gelsdiee 60 Fsqs Merck de 0.2 mm
d'épaisseur). Les produits déprotégés sont, quaixa déposés sur plaques d'aluminium

phase inverse RP-18d4zsMerck.

La révélation des plagues est assurée :

- soit par observation directe pour les composé&s € ;

- soit par UV pour les composés conjugués ;

- soit par vaporisation d’'une solution de ninhydrsuivie d'un chauffage a 100°C pour les
produits polyaminés ;

- soit par vaporisation d’'une solution de fluoreseé&ans le méthanol/ eau (1/1), puis d’'une
solution aqueuse d’eau oxygénée a 30% dans I'addique suivie d'un chauffage a 100°C
pour les produits bromés ;

- soit en combinant ces techniques.

- Chromatographie préparative

Chromatographie sur colonne
Les différentes chromatographies ont été effectaépartir de colonnes seches. Nous avons
utilisé des colonnes de silice (gel de silice MCHRIOM, granulométrie : 15-40 um Merck)

de 4 cm de diameétre et de 20 a 30 cm de hauteur.

Chromatographie sur couche mince préparative

Les chromatographies sur couche mince préparasvaisréalisées sur des plaques préparées
au laboratoire a l'aide de 80 g de silice (KieseR@PFs4 Merck) et de 220 mL d’eau que
I'on dépose sur six plaques de verre (20 x 20 cmi$ pelles-ci sont séchées a l'air libre

pendant 15 heures et finalement activées a 110A@qo¢ deux heures.
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4- Coefficient de partage

Les coefficients de partition des produits déprése@2a,b - 13a,b - 14a,b et 15a)sont
déterminés & 25°C dans un mélange 1-octanol/ ed@* 3nol de chaque produit sont
solubilisés dans un milieu composé a volume égedud’(3 mL) et de 1-octanol (3 mL). Le
milieu est agité vigoureusement puis centrifugé0 4@ de chaque phase, organique et
agueuse, sont prélevés et dilués séparément darhsde méthanol. La concentration finale

de chaque phase est déterminée par absorption siMevi

5- Appareillage pour la production d’oxygéne singust

Le systeme est constitué d’'un bain themostaté’@ Aans lequel est inséré un tube a
hémolyse contenant I'échantillon étudié & une cotmagon d’environ 10 M. L’ensemble est
maintenu sous bullage d’air comprimé et sous uairdgje fourni par deux lampes de 100 W.
Les résultats des tests de production d’oxygenguieh réalisés sur les composés polyaminés
synthétisés sont qualitativement comparés par ciwamgnaphie sur couche mince a ceux
obtenus pour 'hématoporphyrine qui est un producteconnu d’oxygéne singulet. Au cours
de ces essais, l'acétate d’ergostérol est utileance accepteur d’'oxygene singulet afin de
former I'endoperoxyde d’acétate d’ergostérol. Llgsa des produits formés met en évidence,
aprés quinze minutes d'irradiation, la présencel’eledoperoxyde et donc la formation

d’oxygéne singulet pour tous les macrocycles testés

6- Interactions avec 'ADN

La préparation des solutions des compdgssb — 13a,b -14a,b et 15adinsi que la solution
d’ADN (ADN plasmidial de thymus de veau, Invitrogegst réalisée a I'aide d’une solution
saline de tampon phosphate pH 7,4 (Sigma). La carat®n des solutions de chaque
composé est environ de 2:1M tandis que la concentration de la solution ntEADN est
ajustée a 1,2.10 M (sur la base de la masse moyenne d'une pairenwgéotides
complémentaires, soit 660 Da). La formation de demgs macrocycle-ADN est observée par
spectroscopie UV-visible apres additions successide la solution d’ADN (le rapport
[ADN]/[macrocycle] varie de 0,2 a 3,6).
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7- Photoclivage de 'ADN

Le photoclivage du plasmide pBR322 surenroulé |fRis) est réalisé par les
porphyrines tétrapolyaminéd®a,b et lestrans-porphyrinesl4a,b (10°> M) en présence de
tampon TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) a pH 8,0. Leslutions de porphyrines sont
additionnées a I’ADN plasmidial dans des tubes Bdpd de 1,5 mL. Ceux-ci- sont ensuite
placés & 4 cm de la lampe (18 W) et éclairé (flaenc2,6 mWi/crf) & différents temps
(15 min, 60 min et 90 min) a température ambiafipFes exposition des différents mélanges
a la lumiére, chaque solution est déposée danslutiagarose 0,7% et mise a migrer pendant
30 min a 100V. Les gels sont enfin révélés au SY&RSInvitrogen) et visualisés sur table
U)VA
Une référence de la forme linéaire a été réaliséalijgestion du plasmide par I'endonucléase
de restrictiorEcaRI (Invitrogen).
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8- Synthéses

N*.N&-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (1a)

Dans un bicol de 100 mL placé dans un bain de glsges atmosphere d'argon et sous
agitation, 2 mL de spermidine (12,7 mmol, 1 éq)tgpacés dans 30 mL de THF anhydre en
présence de 5,33 mL de3Ht(38,1 mmol, 3 €qg). On introduit ensuite, gouttgoaitte, 6,27 g
de Boc-ON (25,5 mmol, 2 éq), en solution dans 20 deLTHF anhydre, au mélange et la
réaction est suivie par CCM (AcOELt/ acétone/ eatf@DOOH : 5/3/1/1). Aprés 18 heures de
réaction, le THF est évaporé. Le produit est stikébidans 80 mL de dichlorométhane et la
phase organique est traitée avec 100 mL d'uneisolde soude a 1% puis lavée a l'eau
(3x150 mL), séchée sur sulfate de magnésium, dilméis évaporée. Le mélange obtenu est
purifié par chromatographie sur colonne en utilisan mélange d'éluant EtOH+ 0,5%
NH4OH.

Le composéa est obtenu sous forme de cristaux avec un rendeheedi’% (2,93 g).

Rt = 0,56 (AcOELt/ acétone/ eau/ GEOOH : 5/3/1/1).

T¢ = 80°C (litt. T = 79-80°C)-*®

RMN *H (400,13 MHz, CDGJ, 25°C)& en ppm, 1,44 (s, 18H,H3 Boc), 1,50 (quint.J=6,5
Hz, 2H,HB), 1,52 (quint.J=6,5 Hz, 2HHY), 1,65 (quint. J=6,6 Hz, 2HHp'), 2,60 (t,J=6,6
Hz, 2H,Ha), 2,65 (t,J=6,6 Hz, 2HHa'), 3,12 (quad.J=5,9 Hz, 2HHJ), 3,19 (quad.J=6,0

Hz, 2H,Hy’), 4,90 (s, 1H, MBoc), 5,26 (s, 1H, NBoc).

RMN *°C (100,62 MHz, CDG] 25°C)3 en ppm, 156,1 (CO), 156,05 (CO), 78,9G65)3),

1383, Nagarajan, B. Ganend.; Org. Chem.1985 50, 5735-5737.
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49,4 (CHa), 47,7 (CHa'), 40,4 (CHS), 39,2 (CHy"), 29,9 (CHp'), 28,4 (C(®s)s) ,27,8
(CHzB), 27,4 (CHy).
N*.N® N*%tris- tert-butoxycarbonylspermine (1b)

Ce composé est synthétisé selon la méthode démiie le produitla. Dans un bicol de
250 mL, en partant de 3 g de spermine (14,8 mmeéi))ldans 50 mL de THF anhydre en
présence de 8,30 mL desHt(59,3 mmol, 4 éq) et de 10,95 g de Boc-ON entemiudans
40 mL de THF anhydre (44,5 mmol, 3 éqg), on obtieapprés 18 heures de réaction,

le composéb sous forme d’huile avec un rendement de 62% (4)64
Rt = 0,58 (AcOELt/ acétone/ eau/ gEOOH : 5/3/1/1).

IR u(cm™) (KBr) : 3348 (NHecondaid 2976 (NHmiad, 2932 (GpzH), 1693 (CO), 1520 (CO),
1172 (CN).

RMN *H (400,13 MHz, CDGJ, 25°C)5 en ppm, 1,44 (s, 27H,HG Boc), 1,46 (m, 2HHP ou
Hy) 1,55 (m, 2HHP ouHy) 1,65 (m, 4HHP' etHB"), 2,60 (t,J=6,9 Hz, 2H Ha), 2,66 (t,
J=6,8 Hz, 2H,Hda'), 3,10 (m, 2HHY"), 3,14 (m, 2HH3), 3,20 (M, 2HHY"), 3,24 (m, 2H,
Ha"), 5,11 (s, 1H, MBoc), 5,31 (s, 1H, NBoc).

RMN *3C (100,62 MHz, CDGJ 25°C)3 en ppm, 156,1 (CO), 155,98 (CO), 155,4 (CO), 79,7
(C(CHs)3), 79,4 (QCHa)3), 78,9 (QCHs)s), 49,6 (CHa), 47,7 (CHa'), 46,80 (CHS), 43,9
(CHx0"), 39,2 (CHy"), 37,4 (CHy'), 29,9 (CHB' ou CHB"), 29,2 (CHP' ou CHp"), 28,4
(C(CHs)3) ,27,8 (CHP ou CHy), 26,4 (CHp ou CHyy).
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N*-(4-phtalimidobutyl)- N*N®-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (2a)

O a' O
/d\/b\/N\/B\/é\ )k /k

N c a o y H O

@)

A température ambiante et sous agitation, dansaliorbde 50 mL surmonté d'un réfrigérant,
1,1 g dela (3,2 mmol, 1 éq) est dissous dans 24 mL dg@Hen présence de 1,14\g(4-
bromobutyl) phtalimide (4,0 mmol, 1,25 éq) et d242g de KCO; (16,1 mmol, 5 éq). Le
mélange est porté a reflux (86°C) et la réactidnsassie par CCM (CHGI MeOH : 94/6).
Apres 18 heures de réaction, l'acétonitrile estpéra@ puis le produit est solubilisé dans
60 mL de CHCI,. La phase organique est lavée avec 100 mL d'uhgi®so saturée de
NaHCG; puis a lI'eau (2x100 mL), séchée sur sulfate de éwgm, filtrée puis évaporée.
Le mélange obtenu est purifié par chromatograpiieslonne (CHCl,/ MeOH : 98/2).

On isole le produiRa sous forme d’huile avec un rendement 90% (1,59 Q).
R = 0,46 (CHCY MeOH : 94/6).

IR u(cm™) (KBF) : 3354 (NHecondaih 2975 (NHmiad, 2932 (GpzH), 1772 (CO), 1713 (CO),
1170 (CN).

RMN *H (400,13 MHz, CDGQ, 25°C)5 en ppm, 1,44 (s, 18H,HG Boc), 1,48 (m, 6HHP,
Hy etHp'), 1,63 (quint.J=7,2 Hz, 2H,Hb), 1,71 (quint. J=7,2 Hz, 2H,Hc), 2,44 (m, 6H,
Ha, Ha' etHa), 3,14 (m, 4HHY' etHd), 3,70 (t,J=7,2 Hz, 2H,Hd), 4,91 (s, 1H, MBoc),
5,34 (s, 1H, MiBoc), 7,71 (ddJ=3,1 etJ=5,1, 2H,H, 4 Ar), 7,84 (dd,J=3,1 etJ=5,1, 2H,
Hs 5 Ar).

RMN *3C (100,62 MHz, CDG] 25°C)3 en ppm, 168,4 (CO), 156,0 (CO), 133,4 (CH3-5 Ar),
132,1 (C1-6 Ar), 123,7 (CH2-4 Ar), 79,4 (CHs)s), 78,7 (GCHs)s), 53,6-53,2-52,2 (Chd,
CH.a' et CHa), 40,5 (CHS), 39,8 (CHy'), 37,8 (CHd), 29,7 (CHP'), 28,4 (C(®3)s), 26,9
(CH:b), 26,4 (CHc), 24,4 (CHP), 23,9 (CHy).
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SM Haute Résolution: Calculée pousosB47N4Os : m/z 547,3496.

Trouvée : m/z 547,3496 [M+H]

N*-(4-phtalimidobutyl)- N*,N® N**tris- tert-butoxycarbonylspermine (2b)
O a'

LA
/\/\(N\a/\/;:\/\ﬁ
’ X

Les mémes méthodes de synthése et de purificatierpqur le produia sont utilisées pour

cette réaction. Le compos# est obtenu finalement sous forme d’huile avec 9466

rendement (1,40 Q).
Rf = 0,48 (CHCY/ MeOH : 93/7).

IR u(cm™) (KBF) : 3356 (NHecondai 2974 (NHmiad, 2935 (GpzH), 1771 (CO), 1711 (CO),
1171 (CN).

RMN *H (400,13 MHz, CDGJ, 25°C)5 en ppm, 1,44 (s, 27H,HG Boc), 1,48 (m, 6HHB,
Hy etHp'), 1,59 (m, 2HHB"), 1,68 (m, 4HHb etHc), 2,39 (m, 6HHa, He' etHa), 3,10
(m, 2H,Hd), 3,12 (m, 2HHY"), 3,15 (m, 2HHy"), 3,24 (m, 2HHa"), 3,70 (t,J=7,2 Hz,
2H, Hd), 4,91 (s, 1H, MBoc), 5,40 (s, 1H, NBoc), 7,71 (ddJ=3,1 etJ=5,4, 2H,H..4 Ar),
7,84 (ddJ=3,1 et=5,4, 2H,H3sAr).

RMN *3C (100,62 MHz, CDG] 25°C)s en ppm, 168,4 (CO), 156,0 (CO), 133,9 (CH3-5 Ar),
132,1 (C1-6 Ar), 123,2 (CH2-4 Ar), 79,4 (€CHs)s), 78,7 (GCHs)3), 77,2 (GCHa)s), 53,7-
53,3-52,5 (CHo, CHyo' et CHa), 46,9 (CHS), 43,9 (CHo"), 43,1 (CHy"), 39,8 (CHy),
37,8 (CHd), 28,4 (C(®3)3), 28,3-28,2 (Chb et CHc), 27,0-26,4-25,9-24,3 (GH, CH.p',
CH,p" et CHy).

SM Haute Résolution: Calculée pous7Bs:NsOg : m/z 704,4598.
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Trouvée : m/z 704,4592 [M+H]

N’-(4-aminobutyl)-N*,N®-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (3a)

H
Y
o B O
@)
d b B 5
2 C a a Y H

Dans un ballon de 100 mL, surmonté d'un réfrigéeaictune garde a CafB,87 g de2a (7,1
mmol, 1éq) sont dissous dans 40 mL d'une solutieR/TEtOH (8/2) en présence de 17,2 mL
d'hydrazine monohydrate (0,35 mol, 50 éq). La iéactst laissée 5 heures a 90°C puis 18
heures a 50°C et est suivie par CCM (MeOH + 5%0M). Aprés 24 heures de réaction, le
solvant est évaporé et le produit est solubilisesdB00 mL de dichlorométhane. La phase
organique est traitée avec 150 mL d'une solutioNa@®H a 2%, lavée a I'eau (3x100 mL),
séchée sur sulfate de magnésium.

Aprés évaporation, le produsa est obtenu sous forme d’huile avec un rendemerg@3dé
(2,46 Q).

Rs = 0,42 (MeOH + 5% NEDH).
IR u(cm™) (KBr) : 3347 (NH), 2974 (Nkhiad, 2933 (GpzH), 1693 (CO), 1173 (CN).

RMN *H (400,13 MHz, CDGQ, 25°C)5 en ppm, 1,44 (s, 18H,HG Boc), 1,47 (m, 8HHP,

Hy, Hb etHc), 1,60 (quint.J=6,5 Hz 2H,Hp'), 2,38 (m, 4HHa etHa), 2,44 (t,J=6,5 Hz,
2H, Ha') 2,70 (t,J=6,4 Hz, 2H,Hd), 3,12 (m, 2H,H$), 3,16 (m, 2H,HY'), 4,87 (s, 1H,
NHBoc), 5,53 (s, 1H, NBoc).

RMN *C (100,62 MHz, CDG| 25°C) & en ppm, 156,0 (CO), 79,4 (CHs)s), 78,7
(C(CHa)3), 53,8-53,6-52,0 (Cht,, CHyo' et CHa), 42,1 (CHS), 40,4 (CHy"), 40,4 (CHd),
29,6 (CHP"), 28,4 (C(®H3)s), 27,9 (CHb), 26,7 (CHc), 24,4 (CHB), 24,3 (CHy).

SM Haute Résolution:
Calculée pour @H4sN4O4 : m/z 417,3441.
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Trouvée : m/z 417,3440 [M+H]
N*-(4-aminobutyl)-N* N8 N*2-tris- tert-butoxycarbonylspermine (3b)

A

On utilise les mémes conditions opératoires que [@oproduit3a. En partant de 3,5 g d&b,

on isole le produi8b sous forme d’huile avec un rendement de 82% (2,39).
Rf = 0,42 (MeOH + 5% NKEDH).
IR u(cm™) (KBr) : 3353 (NH), 2974 (Nkhiad, 2932 (GpzH), 1693 (CO), 1172 (CN).

RMN H (400,13 MHz, CDGQ, 25°C)é en ppm, 1,39 (m, 4HHB etHy), 1,44 (s, 27H, €3
Boc), 1,50 (m, 4HHb etHc), 1,60 (quint.J=6,4 Hz, 2HHP'), 1,65 (m, 2HHB"), 2,38 (m,
4H, Ha etHa), 2,44 (m, 2HHa'), 2,70 (t,J=6,4 Hz, 2H,Hd), 3,10 (m, 2HH?), 3,14 (m,
2H, Hy'), 3,16 (M, 2HHY"), 3,24 (m, 2HHa"), 4,83 (s, 1H, MBoc), 5,32 (s, 1H, NBoc).

RMN C (100,62 MHz, CDG| 25°C) s en ppm, 156,0 (CO), 79,4 (CHs)3), 78,7
(C(CHa)s), 77,3 (GCHs)3), 53,9-53,7 (Chir, CHa) 52,7 (CHo!), 46,9 (CHy), 43,6 (CHa"),
42,1 (Chd), 40,0 (CHy"), 37,4 (CHS), 31,6-29,7-26,9-24,5-24,3 (GB| CHp', CHp",
CHay, CHbb et CHc), 28,4 (C(Gls)s).

SM Haute Résolution:
Calculée pour eHeoNsOg : m/z 574,4544.

Trouvée : m/z 574,4544 [M+H]

- 168 -



mesoe(mésityldipyrrométhane (5)

Dans un ballon de 100 mL, 2 mL de 2,4,6 triméthyitzdéhyde (13,6 mmol, 1 éq) sont
mélangé a 40 mL de pyrrole fraichement distill&T0mol, 42 €q). A cette solution, dégazée
par barbotage d’argon durant 10 minutes, on ajgd@epuL de TFA (2,7 mmol, 0,2 éq). Le

mélange est agité 30 minutes a température ambjissga’a disparition totale de I'aldéhyde.

Il est ensuite dilué dans 100 mL de dichlorométharetralisé par une solution aqueuse
d’hydroxyde de sodium 0,1 M, rincé a l'eau dis8ll¢2x150 mL), séché sur sulfate de
magnésium, filtré puis évaporé. Le mélange obtestuperifié par chromatographie sur

colonne (toluéne/ triethylamine 99/1). Aprés évagion du solvant, on récupére un solide
gue I'on recristallise dans le cyclohexane.

Le composé est obtenu sous forme de cristaux blancs aveenoement de 35% (1,26 Q).
Rt = 0,39 (cyclohexane/ AcOEt : 8/2 + 1%[}.

T¢ = 168°C (litt. F = 166-167°C}>

IR u(cm™) (KBr) : 3320 (N-H), 3100, 3070, 2850 (C-H).

RMN 'H (400,13 MHz, CDGJ, 25°C)3 en ppm, 2,05 (s, 6H, GH 2,27 (s, 3H, CH), 5,92 (s,

1H, Hmes), 6,00 (m, 2H, H-3), 6,17 (§@=2,9 Hz, 2H, H-4), 6,65 (d}=1,4 Hz, 2H, H-5),
6,86 (s, 2H, ArH), 7,92 ¢ 2H, NH).

139C.-H. Lee, J. S. LindseyTetrahedron1994 50, 11427-11440.
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5,15-bis(4-méthylesterphényl) 10,20-bis(mésityl) pohyrine (6)

@

H,CO0C

(o= 0

COOCH,

Dans un bicol de 100 mL, 82 mg de 4-formylméthylmate (0,5 mmol, 1 éq) sont dissous
dans 48 mL de dichlorométhane en présence de 132emgsemésityldipyrrométhane (0,5
mmol, 1 éq). 66uL de TFA (0,9 mmol, 1,8 €q) en solution dans 2 ne_dichlorométhane
sont ajoutés, goutte a goutte, au mélange réadio@elui-ci est alors placé sous agitation et
a température ambiante. Apres 30 minutes de réact8 mg depara-chloranil (0,5 mmol,

1 éq) sont ajoutés et le mélange réactionnel estélaous agitation pendant 1 heure. Celui-ci
est ensuite passé sur fritté de silice et lavé avedichlorométhane. Le mélange obtenu est
ensuite purifié par chromatographie sur plaquepagredives (CHCIl,/ EtOH : 98/2).

Le composé est obtenu sous 'aspect d’un solide violet av@¥ 3le rendement (61 mt).

Rt = 0,54 (CHCIy).

RMN 'H (400,13 MHz, CDGJ, 25°C) & en ppm, -2,63 (s, 2H, W pyrrole), 1,83 (s, 12H,
CHs-0 mésityl), 2,62 (s, 6H, Bs-p mésityl), 4,10 (s, 6H, COQ4ds), 7,29 (s, 4HH-m
meésityl), 8,31 (dJ=8,2 Hz, 4H,H, ¢ phényl), 8,42 (d,)=8,2 Hz, 4H,H35 phényl), 8,71 (d,

J=4,7 Hz, 4H Hg pyrrole), 8,74 (dJ=4,7 Hz, 4HHg pyrrole).

SM (MALDI) : m/z 815,25 [M+H]J.

140°C. M. Carcel, J. K. Laha, R. S. Loewe, P. Thamyimg<.-H. Schweikart, V. Misra, D. F. Bocian,
J. S. Lindsey J. Org. Chem 2004 69, 6739-6750.
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UV-visible: (Tableau I1I-1).
5,15-bis (4-méthylesterphényl) 10,20-bis (mésitybporphyrine (7)

HOOC

L~ 5=

(o-= O

COOH

Dans un ballon de 25 mL, surmonté d’un réfrigérdd) mg de6 (0,14 mmol, 1 éq) sont
dissous dans 8 mL de DMF en présence de 5 mL dalhsion éthanolique de potasse a 1 M.
Le mélange est alors placé sous agitation, a rafiXéthanol, pendant 45 minutes. Aprés
évaporation, le produit est solubilisé dans le méth et neutralisé par une résine acide. Le
produit précipite sous forme de cristaux violetest recueilli sur papier filtre. Le produit

est isolé sous I'aspect d'un solide violet avecamdement de 94% (100 mg).

Rs = 0,48 (CHCIy/ EtOH : 94/6 + 1% CKCOOH).

RMN *H (400,13 MHz, CROD, 25°C)8 en ppm, 1,82 (s, 12H,H3-0 mésityl), 2,61 (s, 6H,
CH3-p mésityl), 7,31 (s, 4Hi1-m mésityl), 8,21 (dJ=8,1 Hz, 4HH, ¢ phényl), 8,37 (dJ=8,1
Hz, 4H,Hs s phényl), 8,68 (s 4H,Hg pyrrole), 8,77 (s 4H,Hg pyrrole).

SM (MALDI) : m/z 787,36 [M+H].

UV-visible: (Tableau I1I-1).
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5.,10,15,20-tétrakis  I*.N&-bis-tert-butoxycarbonylspermidine  (N*-(4-aminobutyl)  4-

amidophényl)) porphyrine (8a)

Dans un bicol de 100 mL, sous argon et a températorbiante, 523 mg dé (0,7.mmol,
1éqg) sont dissous dans 30 mL de DMF anhydre ensepcé 0,6 g de
N,N*-dicyclohexylcarbodiimide (2,9 mmol, 4,4 éq) et 3@3 mg de 1-hydroxybenzotriazole
(2,9 mmol, 4,4 éq). Aprés 10 minutes de réactionntroduit 1,21 g d8a (2,9 mmol, 4,4 éq)
en solution dans 15 mL de DMF anhydre et la réactist suivie par CCM (CHEIEtOH :

713 + 2% E4N). Apres 18 heures de réaction, le DMF est évapous pression réduite et le
produit est solubilisé dans 80 mL de chloroforme. pthase organique est lavée a l'eau
(2x100 mL), séchée sur sulfate de magnésium etrédilt Aprés évaporation, la
dicyclohexylurée formée lors de la réaction estipitée par addition d'acétate d'éthyle puis
filtrée. Le mélange obtenu est ensuite purifié gaomatographie sur plaques préparatives
(CHCIy/ EtOH : 7/3 + 2% EN).

Le compos@a est obtenu avec 42% de rendement (667 mg).

R = 0,42 (CHCY EtOH : 7/3 + 2% EN).

RMN *H : (Tableau 1I-3).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).
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5.,10,15,20-tétrakis K*.N® N'2tris-tert-butoxycarbonylspermine (N*-(4-aminobutyl) 4-

amidophényl)) porphyrine (8b)

i X
ﬁ/o\g/u/\/\,\ﬁj\:% ﬁ/o\g/u/\? o/k\

ﬁ/o\n/ﬁv\/Nv\/\H O O NSNS
Ty /
)(oJJ\N/\/\/NW\H O O N/\/\/N\/\/\Nj\ojp

(6] (6]

HN HN

A Ao,

La réaction de 523 mg det (0,7 mmol, 1 éq) en présence de 0,6 g de
N,N-dicyclohexylcarbodiimide (2,9 mmol, 4,4 €q), de33&g de 1-hydroxybenzotriazole
(2,9 mmol, 4,4 éq) et de 1,67 g 8 (2,9 mmol, 4,4 éq), dans les mémes conditionsitéécr
précédemment pour le compd8& fournit, aprés purification, le compo8é avec 51% de
rendement (1,02 g).

Ri = 0,62 (CHCY EtOH : 7/3 + 2% EN).

RMN *H : (Tableau II-3).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).
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5.15-bis  (N!,N&-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (N*-(4-aminobutyl) 4-amidophényl))

10,20-bis (mésityl) porphyrine(9a)

o

%OTH
)(j\/\/\B\l\/\/\
0" N N O O

H

H\go%
O O N/\/\/N\/\/\Nj\ojv

H H
e}

On utilise les mémes voies de synthese et de gatin que pour le compoSéa. 113 mg de
produit 7 (1,4.10" mol, 1 éq) sont mis a réagir avec 296 mg de
N,N*-dicyclohexylcarbodiimide (1,4 mmol, 10 éq), 194 ndg 1-hydroxybenzotriazole
(2,4 mmol, 10 éq) et 299 mg 8a (7,2 mmol, 5 éq) dans 30 mL de DMF anhydre. Oteit®
produit9a avec un rendement de 73% (166 mg).

R = 0,48 (CHCY/ EtOH : 7/3 + 1,5% EN).

RMN *H : (Tableau I11-3).

SM (MALDI) : (Tableau I1I-2).

UV-visible: (Tableau IlI-1).

- 174 -



5.15.-bis N N8 N 2-tris- tert-butoxycarbonylspermine (N*-(4-aminobutyl) 4-
amidophényl)) 10,20-bis (mésityl) porphyring9b)

X
ﬁ/o\n/u/\/\N o/k\

(e}
(0]
H

%OTNWNV\/\H O Q

La réaction de 100 mg de proddi(1,3.10" mol, 1 éq), dissous dans 27 mL de DMF anhydre,
en présence de 262 mg deN-dicyclohexylcarbodiimide (1,3 mmol, 10 éq), 172 g
1-hydroxybenzotriazole (1,3 mmol, 10 éq) et 365 deg3b (6,3.10" mol, 5 éq) dans les
conditions décrites précédemment, mene apresnraiteet purification, au compo8é avec
68% de rendement (163 mg).

R = 0,56 (CHCY/ EtOH : 7/3 + 1,5% EN).

RMN *H : (Tableau I11-3).

SM (MALDI) : (Tableau I1I-2).

UV-visible: (Tableau IlI-1).
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Procédure générale de réduction d’'une double liaisopyrroligue des composés 8a,b et

9a,b : Formation d’une chlorine.

Dans un bicol de 50 mL, a 102 mg de porphyrineggdadans 10 mL de pyridine anhydre, on
ajoute 59 mg de carbonate de potassium. Le mi@aationnel est agité sous argon et porté a
104°C. 20 mg dpara-toluenesulfonylhydrazide, en solution dans 1 mlpgedine anhydre,
sont ensuite ajoutés goutte a goutte au mélandgee @erniére opération est répétée toutes les
deux heures pendant 8 heures.

Apres 24 heures de réaction, le milieu est évapblé produit de réaction est solubilisé dans
39 mL d’une solution CHGI eau: 2/1. Le mélange est porté a 80°C pendahéute.

Le milieu réactionnel est ensuite traité avec umat®n d'acide chlorhydrique a 2 M, puis
avec 40 mL d’une solution saturée de NaH@Oenfin avec 100 mL d’eau.

Apres séchage sur sulfate de magnésium, on coér@ieésence de bactériochlorine dans le
milieu par spectrophotométrie UV-visible. Le mélangst ensuite oxydé par ajout, goutte a
goutte, de 15,8 mg ditho-chloranil en solution dans CHLIAprés disparition du pic
caractéristique de la bactériochlorine a 743 nnmilkeu réactionnel est traité avec 30 mL
d’'une solution de bisulfite de sodium a 5%, puigélaavec 2x100 mL d’eau et séché sur
sulfate de magnésium. Aprés évaporation, le prodsit purifi€ sur plaques préparatives
(CHCIy/ EtOH : 5/5 + 2% EN).
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5.,10,15,20-tétrakis  I*.N&-bis-tert-butoxycarbonylspermidine  (N*-(4-aminobutyl)  4-

amidophényl)) chlorine (10a)

En suivant les conditions décrites précédemmenpraéeluit 10a est obtenu avec 42% de

rendement (43 mg).

Ri = 0,45 (CHCY EtOH : 7/3 + 2% EN).

RMN *H : (Tableau 11-4).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).
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5.,10,15,20-tétrakis K*.N® N'2tris-tert-butoxycarbonylspermine (N*-(4-aminobutyl) 4-

amidophényl)) chlorine (10b)

X
ﬁ/o\(n)/u/\/\N O/k\

Y

H
O NN~
Q( T

Iz

On utilise les mémes conditions opératoires que [@produitlOa En partant de 102 mg de

8b, on isole le compos&Ob avec un rendement de 41% (42 mg).

R = 0,62 (CHCY EtOH : 7/3 + 2% EN).

RMN *H : (Tableau 11-4).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).
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5,15-bis W' N°-bis-tert-butoxycarbonylspermidine N{-(4-aminobutyl) 4-amidophényl))
10,20-bis (mésityl) chlorine (11a)

X,

La réaction de 133 mg de 9a (0,8*1@0l, 1 éq), dissous dans 20 mL de pyridine anhyette
présence de 116 mg de carbonate de potassium (&8I, nl0 éq) et 39 mg de
para-toluenesulfonylhydrazide (0,2 mmol, 2,5 éq), déss conditions opératoires décrites
préecédemment, meéne, apres traitement et purifitaiia produit 11a avec un rendement de
73% (97 mg).

Ri = 0,48 (CHCY EtOH : 7/3 + 1,5% EN).

RMN *H : (Tableau I1I-4).

SM (MALDI) : (Tableau llI-2).

UV-visible: (Tableau IlI-1).
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5,15-bis  N*,N® N'*tris-tert-butoxycarbonylspermine N¢-(4-aminobutyl) 4-amidophényl))
10,20-bis (mésityl) chlorine (11b)

X
ﬁ/o\n/u/\/\N O/k\

R

O\H/NV\/N\/\/\N
0

Ce composé a été synthétisé selon la méthode dgrdaréduction d’'une double liaison
pyrrolique. En partant de 100 mg de 9b (0,5.hbl, 1éq), 73 mg de carbonate de potassium
(0,5 mmol, 10 éq) et 25 mg deara-toluenesulfonylhydrazide (0,13 mmol, 2,5 éq), le
composé 11b est isolé avec 77% de rendement (7.7 mg)

Ri = 0,56 (CHCY EtOH : 7/3 + 1,5% EN).

RMN *H : (Tableau l1I-4).

SM (MALDI) : (Tableau llI-2).

UV-visible: (Tableau I11-1).
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Procédure générale de déprotection des compod#s 8ab - 10a,b et 11a,b

Dans un ballon de 25 mL, a 30 mg de composé protagé@joute 6 mL d’'une solution de
CH.Cl,/ TFA 8/2. Le milieu réactionnel est agité a tenapdre ambiante sous atmosphére
d’argon pendant 4 heures. Aprés évaporation, ldyr@st mis en solution dans un mélange

MeOH/ CHCI, 7/3 et on neutralise le milieu avec une résinégoas
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5,10,15,20-tétrakis (spermidind¥(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) porphyrine (12a)

HZN/\/\/N\/\/\N Q H/\/\/N\/\/\NHz
* O
HzN\H H/NH2
HzN/\/\/N\/\/\H O O N/\/\/N\/\/\NHZ
H
(e} (e}

Apres filtration sur fritté, on obtient le produl?2a, avec un rendement quasi quantitatif
(20 mg).

Rt = 0,80 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phavesrse).
RMN *H : (Tableau 11-3).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).

Log P =-2,02.
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5,10,15,20-tétrakis (spermind‘(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) porphyrine (12b)

NS N, HNT >N
0o O
HZN\/\/N\/\/\N Q H/\/\/N\/\/NHz
; O
HZN\H H/NHz
HN/\/\/N\/\/\N O O N/\/\/N\/\/\NH
H
O O
NH, H,N

En suivant les conditions décrites précédemmenproeluit 12b attendu est isolé avec un

rendement de 81% (16 mg).

Rf = 0,71 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phaveerse).

RMN *H : (Tableau 11-3).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).

Log P =-2,83.
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5,15-bis (spermidine N*-(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) 10,20-bis (mésitydprphyrine
(13a)

H,N

2
7\ )
| O AT

NH

O O N/\/\/E//\/\NH

H 2
0]

En suivant le protocole précédemment décrit, le pms@ 13a est obtenu avec 82% de
rendement (10 mg).

Rt = 0,64 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phaveerse).
RMN *H : (Tableau I1I-3).

SM (MALDI) : (Tableau llI-2).

UV-visible: (Tableau I1I-1).

Log P =0,11.
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5,15-bis (spermine\-(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) 10,20-bis (mésityOrphyrine (13b)

NH

T oLy
s

H
0]

H,N

En suivant les mémes conditions opératoires deotlgiron des amines, on obtient le produit
13b avec un rendement 75% (15 mg).

Rt = 0,71 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phavesrse).
RMN *H : (Tableau I1I-3).

SM (MALDI) : (Tableau llI-2).

UV-visible: (Tableau I11-1).

Log P =0,07.
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5,10,15,20-tétrakis (spermiding¥(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) chlorine (14a)

Apres filtration sur fritté, le produit 14a est ebti avec 96% de rendement (19 mg).
Rt = 0,70 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phavesrse).

RMN *H : (Tableau 11-4).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).

Log P =-1,87.
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5,10,15,20-tétrakis (spermind*(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) chlorine (14b)

En suivant les conditions décrites préecédemmemipieposé 14b est isolé avec un rendement

qguasi quantitatif (18 mg).

Rt = 0,70 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phaveerse).

RMN *H : (Tableau 11-4).

SM (MALDI) : (Tableau II-2).

UV-visible: (Tableau II-1).

Log P =-1,98.
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5,15-bis (spermidineN(-(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) 10,20-bis (mésitgt)lorine (15a)

H,N

B

Apres filtration sur fritté, on isolele produit 1&&ec un rendement de 84% (18 mg).
Rt = 0,64 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phavesrse).

RMN *H : (Tableau I11-4).

SM (MALDI) : (Tableau I1I-2).

UV-visible: (Tableau IlI-1).

Log P =0,53.
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5,15-bis (spermine\-(4-aminobutyl) 4-amidophényl)) 10,20-bis (mésityrphyrine (15b)

En suivant les mémes conditions opératoires, leposd 15b attendu est obtenu avec un
rendement de 94% (20 mg).

Rt = 0,67 (acétonitrile/ eau : 7/3 + 1% TFA) (phaveerse).

RMN *H : (Tableau l1I-4).

SM (MALDI) : (Tableau llI-2).

UV-visible: (Tableau I11-1).

Log P =0,38.
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5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tritolylporphyrine (16

L~

o = O

OH

Dans un bicol de 500 mL muni d’un réfrigérant etnsonté d’'une garde a CagCbn dissout
2,8 g de 4-hydroxybenzaldéhyde (22,6 mmol, 1 é4.)8emL de paratolualdéhyde
(68,0 mmol, 3 ég.) dans 250 mL d’acide propanoique lI'on porte a reflux pendant
45 minutes. 6,3 mL de pyrrole (90,6 mmol, 4 égjclhament distillé sont ensuite ajoutés,
goutte a goutte, et 'ensemble est porté a 130%@rd®0 minutes a I'abri de la lumiére. La
réaction est arrétée et le mélange est laissé L8e$eenviron & 4°C. Les porphyrines
cristallisées sont filtrées sur blchner et rinc®sndamment a I'’éthanol absolu. Les cristaux
récupérés sont chromatographiés sur colonne (20 8rom, éluant: CHGI éther de pétrole :
8/2). On obtient ainsi la porphyrine 16 sous fortkeecristaux violets avec un rendement de
5% (913 mg).

Rt = 0,51 (toluene/ acétone : 93/7).
RMN *H : (Tableau IV-3).
SM (MALDI) : (Tableau IV-2).

UV-visible: (Tableau IV-1).
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5-(4-(3-iodopropyloxyphényl))-10,15,20-tritolylpdrprine (17)

QLA

(o = O

O/\/\l

Dans un bicol de 50 mL muni d'un réfrigérant etnsonté d’'une garde a CaCIL70 mg de 16
(25,3 mmol, 1 éqg.) dans 21 mL de DMF anhydre ensgrée de 1,45 mL de
1,3-diiodopropane (12,7 mmol, 50 éq.) et de 1,%gcdrbonate de potassium (13,6 mmol,
54 éq.). L'ensemble est placé sous agitation engpérature ambiante. Apres 18 heures de
réaction, le DMF est évaporé sous pression réduéeproduit obtenu est dissous dans du
dichlorométhane et la phase organique est lavéeaa Histillée (2 x 150 mL), séchée sur
sulfate de magnésium, filtrée puis évaporée. Leangd est purifié par chromatographie sur
plaques préparatives (GEl,/ éther de pétrole : 1/1). Le produit 17 est issdéis forme de

cristaux avec 76% de rendement (161 mg).
Rt = 0,67 (CHCI,/ éther de pétrole : 1/1).
RMN *H : (Tableau IV-3).

SM (MALDI) : (Tableau IV-2).

UV-visible: (Tableau IV-1).
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5,15-bis (4-hydroxyphényl) 10,20-bis (mésityl) ploypne (18)

HO

L~ 5=

(o-= O

OH

Dans un bicol de 100 mL, 61 mg de 4-hydroxybenzgldé (0,5 mmol, 1éq) sont dissous
dans 48 mL de dichlorométhane en présence de 13demgese(mésityl)dipyrrométhane
(0,5 mmol, 1éqg). 66L de TFA (0,9 mmol, 1,8 éq), en solution dans 2 rde
dichlorométhane sont ajoutés, goutte a goutte, @anmge réactionnel. Celui-ci est alors placé
sous agitation et a température ambiante. Aprémiibites de réaction, 123 mg gara
chloranil (0,5 mmol, 1 éq) sont ajoutés et le mgéaméactionnel est laissé pendant 90
minutes. Celui-ci est ensuite passé sur fritté ileeset lavé avec du dichlorométhane. Le
mélange obtenu est ensuite purifié par chromatdggapur plagues préparatives (£CHb/
EtOH : 96/4).

Le composé 18 est ainsi obtenu avec 17% de rend€Biemg).
Rr = 0,52 (CHCIy/ EtOH : 96/4).

RMN *H : (Tableau IV-3).

SM (MALDI) : (Tableau IV-2).

UV-visible: (Tableau IV-1).
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5,15-bis (4-hydroxyphényl) 10,20-bis (mésityl) atihe (19)

Dans un bicol de 50 mL, la réaction de 60 mg d€018.10* mol, 1 éq), dissous dans 20 mL
de pyridine anhydre, en présence de 113 mg de matdale potassium (0,8 mmol, 10 éq) et
38 mg depara-toluénesulfonylhydrazide (0,2 mmol, 2,5 éq), dessconditions opératoires
décrites précédemment dans la procédure généraleédiection d’'une double liaison
pyrrolique, méne, apres traitement et purificatsam plaques préparatives (CHCEtOH :
96/4), au produit 19 avec un rendement de 58% @B m

Rf = 0,52 (CHCI,/ EtOH : 96/4).

RMN *H : (Tableau IV-3).

SM (MALDI) : (Tableau IV-2).

UV-visible: (Tableau IV-1).

-193 -



5,15 bis (phényl(5-(4-propyloxyphényl) 10,15,2Qsdlylporphinyl)) 10,20 bis (mésityl)
porphyrine (20)

Dans un ballon de 10 mL, surmonté d’une garde a£8@ng de 18 (1,1.10mol, 1 éq.) sont
dissous dans 5 mL de DMF anhydre en présence degdfe 17 (4,7.10mol, 4,4 éq.) et de
120 mg de carbonate de potassium (8;7.t@l, 80 éq.), le tout placé sous agitation et a
température ambiante a I'abri de la lumiére. Adr@gours de réaction, le DMF est évaporé
sous pression réduite et le produit est solubiesgs le CHGL La phase organique est lavée a
'eau (2x50 mL), séchée sur sulfate de magnésiiiréef Le mélange obtenu est ensuite
purifié par chromatographie sur plaques préparati@+Cl,/ éther de pétrole : 6/4).

Le composé 20 est obtenu avec 51% de rendememd).2

Rt = 0,58 (CHCI,/ éther de pétrole : 6/4).
RMN *H : (Tableau IV-4).
SM (MALDI) : (Tableau IV-2).

UV-visible: (Tableau IV-1).
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5,15 bis (phényl(5-(4-propyloxyphényl) 10,15,2Qsdlylporphinyl)) 10,20 bis (mésityl)
chlorine (21)

On utilise les mémes méthodes de synthese et diécation que pour le composé 20. En
partant de 7 mg de 19 de départ (9,8.4l, 1 éq.) et 35 mg de 17 (0,446ol, 4,4 éq.), on
isole le produit 21, apres purification, avec umdement de 44% (9 mg).

Rt = 0,57 (CHCI,/ éther de pétrole : 6/4).

RMN *H : (Tableau IV-4).

SM (MALDI) : (Tableau IV-2).

UV-visible: (Tableau IV-1).
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LISTE DES COMPOSES
SYNTHETISES
AU COURS DE CE TRAVAIL
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Liste des composés synthétisés au cours de ce tridva

/\/\ /\/\/NHBOC
BocHN N
H
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BocNH N
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COOH

HoOoC i
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Résumé

La synthése de nouveaux photosensibilisateurs tEpale reconnaitre spécifiguement les
cellules tumorales constitue un axe de recherciporitant dans le cadre de la photothérapie
dynamique des cancers. En outre, compte tenu @uimiportant des polyamines pour le
ciblage des cellules cancéreuses, nous avons peesa fixation de telles structures sur des
photosensibilisateurs devrait assurer la reconaacgsdes tumeurs. Nous avons donc mis au
point, au cours de ce travail, la synthese de ritms/porphyrines et chlorines portant deux ou
guatre motifs polyaminés. Du fait de la présenasé’bande d’absorption plus intense vers
les fortes longueurs d'onde, la synthése de chderidoit permettre l'utilisation de ces
molécules dans le traitement photodynamique de ecanplus profonds. Ainsi dans un
premier temps nous avons synthétisé la tétracagi@oylporphyrine ainsi que la
trans-bis(mesityl)-bis(carboxyphényl)porphyrine portasttacune des unités spermidine ou
spermine. Nous avons ensuite formé les chlorineggpondantes par réduction d’une double
liaison d’'un noyau pyrrolique. Enfin nous avonslisgala synthése de triméres composés de
trois unités porphyriniques ou deux unités porptgriet une unité chlorine. Tous ces
composeés ont été caractérisés par spectroscopieisible, spectrométrie de masse MALDI
et RMN du proton. De plus, pour toutes ces molé;uteus avons mis en évidence la
production d’oxygéne singulet apres irradiation il@use. Une premiere étude physico-
chimique a été entreprise sur les porphyrinesdiéwmaluer I'interaction avec ’ADN ainsi que
son photoclivage par I'oxygene singulet. Les regslobtenus indiquent que ces nouvelles

molécules semblent prometteuses pour la phototigédgpamique.

Mots clés: chlorines, porphyrines, polyamines, photothéapgancer, ADN, photoclivage.

Abstract

The synthesis of new photosensitizers able to begrézed and internalized by tumor cells is
one of the main goals of photodynamic therapy ofcess. Owing to the important role of
polyamines in cancer cell targeting, we resolvedlésign porphyrins and chlorins bearing
two or four polyamine motifs; in addition, the stgpabsorption band that chlorins display in

the red part of their visible spectra would allomege molecules to help the treatment of



thicker or more profound tumors. We first synthedizetra-carboxyphenylporphyrin and
trans-bis(mesityl)-bis(carboxyphenyl)porphyrin each obearing spermidine or spermine
units. Then we performed the synthesis of the spording chlorins by reduction of one
pyrrolic double bond. We finally synthesized trimezomposed of three porphyrin or two
porphyrin and one chlorin units. All of these compds were characterized by UV-visible
spectroscopy, MALDI mass spectrometry aitl NMR and have been shown to generate
singlet oxygen upon irradiation with visible ligh&. preliminary physico-chemical study has
been undertaken in order to appreciate the comiibexaf these molecules with DNA and
the ensuing visible light-induced photocleavagsults obtained indicate that these molecules

could be promising for their use in photodynamieréipy.

Keywords : chlorins, porphyrins, polyamines, phb&stpy, cancer, DNA, photocleavage.



