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Ecoutez la chanson bien douce
Qui ne pleure que pour vous plaire.
Elle est discréete, elle est légere :
Un frisson d"eau sur de la mousse !

La voix vous fut connue (et chere ?),
Mais a présent elle est voilée
Comme une veuve désolée,
Pourtant comme elle encore fieéere,

Et dans les longs plis de son voile
Qui palpite aux brises d"automne,
Cache et montre au coeur qui s"étonne
La vérité comme une étoile.

Elle dit, la voix reconnue,
Que la bonté c"est notre vie,
Que de la haine et de I%envie
Rien ne reste, la mort venue.

Elle parle aussi de la gloire
D"étre simple sans plus attendre,
Et de noces d"or et du tendre
Bonheur d"une paix sans victoire.

Accueillez la voix qui persiste
Dans son nalf épithalame.
Allez, rien n"est meilleur a 1"ame
Que de faire une ame moins triste !

Elle est en peine et de passage,
L*&me qui souffre sans colere,
Et comme sa morale est claire ...
Ecoutez la chanson bien sage.

Paul Verlaine, Sagesse
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- INTRODUCTION GENERALE -

Les porphyrines sont des macrocycles aromatiquespt@roliques naturels, susceptibles
de former des complexes stables avec de nombretauriéAssociées a des protéines, on les
trouve dans les milieux vivants ou elles participgmx réactions d’oxydoréductions biologiques.
C’est le cas des chlorophylles qui, en jouant déssressentiels dans la photosynthése, sont a
I'origine du dioxygene terrestre, ou des hémes,pguinettent aux hémoprotéines de transporter
(hémoglobine), de stocker (myoglobine) et d’utiligeytochromes de la chaine respiratoire) le
dioxygéne. En outre, les hémoprotéines remplisskauitres fonctions vitales telles que le
catabolisme (cytochromes P-450) au cours duque$ aslbnt susceptibles de catalyser un grand
nombre de réactions, avec une grande efficacii@etaute spécificité. La chimie biomimétique
cherche a mettre a profit les connaissances amsigeles mécanismes réactionnels impliqués
dans de tels systémes enzymatiques pour conceewicatalyseurs utilisables en chimie lourde
ou en chimie fine. S’inscrivant dans une telle dexine, I'intérét porté a la conception et au
développement de modeles métalloporphyriniquesce'ssé de croitre ces derniéres années.
Ainsi, I'activité oxydante des cytochromes P-450ucétre reproduite, conduisant a la préparation
de catalyseurs régiosélectifs, et méme stéréospéed, pour I'oxydation d’hydrocarbures, ou
encore d’agents de photodécomposition de I'eaypHatothérapie dynamique (PDT) représente
un autre champ d’application des porphyrines :féet,eette méthode se base sur I'utilisation de
photosensibilisateurs qui deviennent phototoxigresas d’expositions lumineuses. L'emploi de
cette technique dans le traitement des cancereregilein essor. Pour cette finalité, deux
générations de porphyrines constituent I'arsenétagpeutique actuel. Les agents de premiére
génération sont des mélanges complexes de porpBynaturelles, obtenus a partir de sang: il
s'agit de 'hématoporphyrine dérivée (HpD), et duwo®frin Il ® qui est disponible en France
depuis 1996. Les photosensibilisateurs introduitsr pga suite sont synthétiques: la
commercialisation des agents possédant une steugtufaitement définie marque d’'importantes
avanceées en terme de fiabilité du traitement. P&mimolécules de la seconde génération, on
peut citer le Foscafi, qui est actuellement utilisé pour traiter lesamn de I'cesophage, du
larynx et des poumons. Le manque de photosensaitgiliss a la fois fiables, puissants et capables
de se concentrer sélectivement au niveau des zamesales reste un probleme. La recherche

actuelle s’oriente vers le développement de moésctétrapyrroliques hybrides, composées par



'association du macrocycle a des structures assue transport et/ou la reconnaissance
cellulaire. Dans ce domaine, notre groupe a maqneédes motifs glucidiques, certains peptides
et les chaines polyaminées se révélent étre dlextglagents de vectorisation. Les progres dans
la compréhension des mécanismes biomoléculairesifisp@ment impliqués au cours du
développement tumoral permettent de définir ledesilthérapeutiques afin d’atteindre plus
sélectivement et efficacement les cellules cans@&seu En particulier, l'irrigation sanguine qui
s'établie entre I'organisme et la tumeur attirdtéation de nombreuses équipes. Un nouveau
capillaire sanguin prend naissance a partir d’'uissesu préexistant au cours d’'un processus
biologique appeléhémngiogenese. Chez l'adulte sain, la mise en plase douveau réseau
vasculaire est un phénomeéne physiologique tréslisécat peu fréquent. En revanche, la
néovascularisation s'observe constamment au niveazal@ss cancéreuses : indispensable pour
la survie, la croissance et la dissémination desetus, elle résulte de I'asservissement
pathologique de lanéangiogenese par et pour les cellules malignes.taldei « signature
cancéreuse » le processuangiogenique est donc la cible biologique que radlass viser au
cours de notre travail. Celui-ci s’inscrit danschere d’'une collaboration entre le Laboratoire de
Chimie des Substances Naturelles (LCSN) de I'Usi#érde Limoges, qui est compétent dans le
développement de porphyrines et le Groupe de ChBieeOrganique (CBO) de I'Université
Bordeaux Il, expert dans I'élaboration de peptiges-angiogeniques.

En premier lieu, nous présentons quelques rapjigisdraphiques indispensables. Nous
proposons ensuite les synthéses et les caraci@nsate deux photosensibilisateurs hybrides,
obtenues par greffages deésoporphyrines sur un peptide cyclique de 17 acidemésnqui
posséde une forte affinité pour les simSmngiogeniques. Afin de faciliter la préparation
d’oligomeres porphyriniques photosensibilisateuss, surtout pour introduire des synthons
directement intégrables dans les séquences deésgstipeptidiques en phase solide, nous avons
ensuite développé des dérivés porphyriniques payatrisations de la protoporphyrine IX qui
est naturelle et abondante. C’est dans un troisi&mgps que nous décrivons nos stratégies de

synthéses et les résultats obtenus.



- CHAPITRE | -

ETAT DE LA QUESTION

Les porphyrines,
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I- LES PORPHYRINES
1) Généralités

Les porphyrines et leurs dérivés

Les porphyrines sont des macrocycles aromatiqu&8 electronst conjugués, constitués de
quatre unités pyrroliques liées entre elles par plests méthines (Figure I-1). Cette forte
conjugaison est a l'origine de la grande stabiitéde la forte coloration de ces composés. En
fonction du pH du milieu, ces hétérocycliques saportent comme des diacides ou des dibases.
Leur structure plane, avec quatre azotes donnetiges vers l'intérieur du macrocycle, leur
confere un tres fort effet chélate : elles peufenher des complexes avec pratiquement tous les
métaux_ Il se forme alors (figure I-1) une « porphyrinetaiiée » (b) & partir d’'une « porphyrine

base libre » (a).

@) (b) (©

(d) (e)
Figure 1-1 :Les différentes classes de macrocycles. (a) porghipase libre ; (b) porphyrine métallée ;
(c) chlorine ; (d) bactériochlorine ; (e) isobaaéhlorine.

La réduction d'une double liaison pyrroliqgue coridai la formation de chlorines (c) ainsi

constituées par trois noyaux pyrroliques et unééupyrrolidine. Lorsque deux doubles liaisons

! sanders J.K.MThe Porphyrins Handbogkol.lll (Inorganic, organometallic and coordiratichemistry), Kadish, K.M.,Smith K.M.,Guilard
R. (Eds) 1999



sont réduites, on parle alors de bactériochloridgsu d’isobactériochlorines (e). Conformément
a la regle de Huckel, ces réductions n’alterent p@m®maticité de ces macrocycles, qui

conservent ainsi d'intenses colorations.
Nomenclature

C’est dans les années 1930 que Fischer a propopéeieier systeme de nomenclature des
porphyrines (figure I-2b3.Les carbones en positiofs-pyrroliques sont numérotés de 1 & 8,
tandis que les ponts méthines sont symbolisésegdettresy, B, y etd. Si plusieurs substituants
sont présents sur les positigfspyrroliques d’'une porphyrine, leurs agencementstifelsont a
I'origine de différentes structures. Fischer lesoanmé « isomeres types » et les a numéroté en
chiffres romains 1, Il, Ill, etc... Lorsque, par expl®, la porphyrine posséde trois substituants
différents, les 15 combinaisons possibles définisd® isomeéres types (I-XV). En particulier,
lisomere type IX, est le motif de substitution desrphyrines naturelles. La complexité des
porphyrines synthétiques augmentant, une nouveteenclature systématique (figure I-2c) a été
adoptée en 1987.

Positions " 3 - pyrroliques "
Positions " méso" /l

B

18 17

Positions " a - pyrroliques "

@) (b) (©)

Figure 1-2 :(a) nomenclature triviale ; (b) nomenclature decker ; (c) nomenclature systématique officielle.

Dans ce cas, tous les carbones ainsi que les aotemcrocycle sont numérotékes carbones
mésoportent alors les numéros 5, 10, 15, 20, les iposito et 5 des cycles pyrroliques sont
notées respectivement 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16, 2 8t 7, 8, 12, 13, 17, 18. Les numéros 21, 22,

23, 24 ont été attribués aux quatre atomes d’azote.

2y, Fischer, H. Orth Die Chemie des Pyrralsol. I-111, 1934-1940

3H.B.F. Dixon, A. Cornish-Bowden, C. Liebecq, K.loening, G. P. Moss, J. Reedijk, S. F. VelickyBnetianer, J. F. G. VliegenthaRure
Appl. Chem.1987, 59, 779-832.
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Conformations

Le macrocycle tétrapyrrolique est une structurex@lgui posséde quelques degrés de liberté :
cette flexibilité est a I'origine de distorsiong papport au plan, observées lors de métallations o
aprés protonatioh.Outre la composition du milieu, la présence etaile de substituants en
positionsmeéso-peut étre une cause « intrinséque » des défomsatio cycle porphyrinique par
rapport au plan. Les substituants en positiméso-adoptent la conformation la plus stable par
rapport au macrocycle. Par exemple, les phénytgentent dans le plan perpendiculaire a celui

de la porphine, de sorte a limiter les interactistésiques avec les hydrogeifiegyrroliques.

Propriétés remarquables

Les propriétés oxydo-réductrices ou photochimiqdesces complexes macrocycliques sont
mises en ceuvre dans tous les systémes vivantggura 1-3 présente quelques exemples choisis
parmi les plus représentatifs. On les trouve dasschlorophylles a et b (A) (complexes de
Mg") jouant des roles essentiels dans la photosyntbéseans les hémes (B) (macrocycle
porphyrinique métallé par un cation ‘teou Fé&") des hémoprotéinésGrace & leur site
hémique, ces protéines assurent chaque fonctiatevi¢lles le métabolisme et le catabolisme
d'une extréme variété de substrats (cytochromesO Reib foie)® Les hémoprotéines sont
indispensables a chaque étape de la respiratigniisdéa fixation et le transport du dioxygene
(hémoglobine et myoglobine), jusqu’a son utilisatjwar les cellules, grace aux cytochromes de
la chaine respiratoire. C’est une modélisation daotre actif de la succinyl-déshydrogénase
(« complexe 1l » de la chaine respiratoire) qui gstsentée figure 1-3 (C) afin d’illustrer la

structure de 'heme au sein des hémoprotéines.

‘w. Jentzen, M. C. Simpson, J. D. Hobbs, X. Songa, N. Y. Nelson, C. J. Medforth, K. M. Smith, Meyrat, M. Mazzanti, R. Ramasseul,
J.-C. Marchon, T. Takeuchi, W. A. Goddard, J. Aelgtutt; J. Am. Chem. Sqd 995 117, 11085-11097.

5 M. Perutz ;Pour la sciencel979 16, 71-85.

5L R.Milgrom ; The Colors of Life: an Introduction to the Chemyjstf Porphyrins and Related Compoun@gford Univ. PresdJK, 1997,
249-260.
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HO,C

CO,H
(A) (B)

Chlorophylle a: R1=Me; R2=phytyle
Chlorophylle b: R1=CHO; R2=phytyle

phytyle= W/

©
Figure 1-3 :Exemples de macrocycles tétrapyrroliques natumgiiqués dans
la production, le transport et 'usage du dioxygéne
(A) Chlorophylles ; (B) Heéme présent dans I'hétobae ;
(C) Modélisation du site actif de la Succinyl-d¢dtogénase contenant I'héme.
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2) Caractérisation des porphyrines
A- Spectroscopie UV-Visible

Afin d’évoquer leur tres forte coloration, les macycles tétrapyrroliques ont été nommes
« porphyrines », du grecporphura » (pourpre). L’intense coloration des porphyrinesviint

de leur systeme fortement conjugué a 18 électtanses molécules absorbent dans le domaine
du visible et présentent un spectre d'absorptéEs daractéristique résultant de transitionst*.

Il se compose d'une bande intense>(100000 M-.cni') entre 390 et 430 nm (proche UV)
appelée bande de Soret et de quatre autres bandessntre 480 et 700 nm (visible) d'intensité
dix a cent fois plus faible, appelées bandes tétise bande de Soret est caractéristique de la
conjugaison du macrocycle, mais la région du spesituée dans le visible est la plus utile, car
elle est plus sensible aux variations de structlfeseffet, les quatre bandes Q (figure I-4) qui
sont numérotées de | a IV en partant des énerggegllis basses, voient leurs intensités relatives
varier notablement en fonction de la nature, dulmenet de I'agencement des substituar@s

distingue essentiellement quatre spectres typeglégétio, rhodo, oxorhodet phyllo®

rhodo
v

Il

|
I L] a T T -
£ s A (nm) S0 pid LRI}
11} iy

oxorhodo phylio

T T 5 4 T T A
500y a0 AT} 500 e A lnm)

Figure I-4 :Profil des bandes Q pour les quatre principauggyp

de spectres d'absorption de porphyrines bases fibre

7 M. GoutermanJ. Mol. Spectrosc1961, 6, 138-163.
av Smith,Porphyrins and Metalloporphyrind 975 p 910, Elsevier Amsterdam.
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Dans les années 1930, I'équipe de Fischenis en évidence une série de corrélations enugisi
entre la structure et le type de spectre présgm@teane porphyring-substituée. Bien qu'il existe
des contre-exemples, on observe, en principe, de dyio pour les porphyrines de structures
analogues a I'étioporphyrine |, c’est a drsubstituées par au moins 6 groupements, ce qui est
le cas, par exemple, de laés@orphyrine IX. La plupart desnésoarylporphyrines sont
eégalement de ce typétio. Cependant, lesnésoporphyrines substituées par des groupements
saturés (chaines alkyles) seront généralement ke ptyyllo. Pour les composés tels que la
bactériochlorophylle, les groupements insaturésb@ales...) sur les position® rendent ces
structures comparables a celle de la rhodoporpdyXi qui est le composé parent du type
rhodo... Une porphyrine, qui porterait ces mémes substitumais differemment agencés, c'est-
a-dire portés par deux pyrroles opposés, présentespectre de typexorhodo

La protonation en milieu acide ou de métallatios gerphyrines bases libres conduit a une
symétrie accrue du macrocycle. On observe alofsidmn des quatre bandes IV a | en deux

bandes Q (figure I-5) tandis que la bande de Sest¢ pratiquement inchangée.

a
@ p
p a
K e
s00 600 A{nm) 500 b0 A (nm) 500 00 A{nm)

(@) {h) {c)

Figure I-5 :Bandes Q de spectre d'absorption d'octaéthylponds/métallées par:
Ni" (a), P4" (b), zd" (c).

Dans le cas des métalloporphyrines, les intensiiésives des deux bandes Q nomméed 3
(en partant des grandes longueurs d'onde) sontrajém&nt beaucoup moins sensibles a la
substitution que dans le cas des bases libres p#avent cependant traduire la plus ou moins

bonne stabilité du complexe porphyrine-métal. Aitmisque I'absorption de la bandeest plus

o H.Fischer, H. OrthDie Chemie des Pyrrald934-1940Qvol. I-ll, Akademische Verlagsgessellschaft,pz2g..
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élevée que celle d& le métal est généralement impliqué dans un corepbian stable avec la
porphyrine (c'est le cas par exemple avec Ni(ld !l ou encore Sn(lV)). Dans le cas contraire,
la plus faible absorption de la bande’observe pour les complexes porphyriniques degsdl

le ligand métallique peut étre facilement remplpaédeux protons, ce qui est le cas avec Zn(ll)
ou Cd(Il).

B- Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Depuis les premiers travaux de Beckecat.'® en 1959, I'étude par RMN des porphyrines a fait
'objet de nombreuses publications. Comme tousce®poses aromatiques, les porphyrines

possédent un important courant de cycle qui afféetsemble des protons du macrocydle.

I- Spectroscopie RMN du proton
La résonance magnétique nucléaire du proton am®iqé I'étude des macrocycles
porphyriniques fournit des spectres tres caratiguiss. En effet, le courant de cycle induit par le
champ magnétique imposeé par l'appareil génére poriant cone d'anisotropie magnétique dont

I'axe est perpendiculaire au plan du macrocyctpi(é I-6).

Charmp
appliqué

Figure 1-6 :Céne d'anisotropie magnétique de la porphine.

Ainsi, les protons situés a lintérieur de ce c&oat blindés alors que les protons situés a
I'extérieur, dans le plan de la molécule, sontiddBk. Le spectre RMN est alors étendu sur une
large zone de plus de 15 ppfh

10k D. Becker, R. B. Bradleyd,; Chem. Phys1959 31, 1413-1414.
11R. Janson, J.J. Kathe Porphyrins Handbookol. IV, Ed. D. Dolphin,academic Prek379
25 m. Craig ;The Porphyrins Handbookol. V, Ed. K. M. Kadish, K. M. Smith, R. Guilart999
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Le spectre RMN'H de la porphine (figure 1-7), porphyrine la plumple, non substituée, est
constitué de 3 singulets a -3,76, 9,74 et 10,50.1p@es signaux sont attribués respectivement
aux protons liés aux atomes d'azote, aux protospdsitionsg3-pyrroliques et aux protonséso

(H méthine) L'existence du courant de cycle se traduit entrieea choses par un trés fort
blindage des protons NH pyrroliques. Notons pdewis que l'unicité du signal correspondant
aux 8 proton$-pyrroliques résulte de la tautomérie des protoHsiNernes.

i = pyrmle Hb

Ha
Hh

méthine Ha CHC1,

HMS

NH

JL
T T T T T T 111

0 508 glppe)
Figure 1-7 :Spectre RMNH de la porphine dans CDCH?

:

Pour les porphyrines de structures plus compldgesjariations de déplacements chimiques sont
plus difficiles a interpréter et résultent de chemgnts du courant de cycle induits par les effets
électroniques, stérigues ou encore anisotropigesssdbstituants. D'une maniére générale la
substitution en positiooméso- produit une diminution du courant de cycle. Néamsoon
retrouve toujours les spectres caractéristiques paeghyrines quelle que soit la nature des
substituants, présentant les signaux NH pyrroligoiesnes entre -2,7 et -4,0 ppm, les signaux H-
B pyrroliques vers 9 ppm et les signaux méthines €r ppm, dans le cas ou ces positions ne
sont pas substituées. Généralement, les constaetesouplage®) entre les protons HB
pyrroliques sont comprises entre 4,0 et 4,5 Hzc&qgui concerne les constantes de couplage des
protons des substituants portés par le macrocgitéss ne sont généralement pas remarquables et
ne différent pas de celles des substituants isolés.

L’insertion d’'un métal de transition ou d’'un lantiide au sein d’'un macrocycle porphyrinique
modifie sensiblement le spectre proton de la mdéedua perturbation des signaux observée

s’étend bien au-dela du centre macrocyclique, aadisparition des signaux NH pyrroliques

Brr Janson, J. J. Kaffhe Porphyrinsvol. IV, Eds D.Dolphin, Accademic Pred4979
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s’accompagne de variations des déplacements chesiigles protons périphériqueg- (
pyrroliques etmésg. Du fait que lintensité des variations induitesoit en fonction du
paramagnétisme du métal inséré, la RMN du protomeiede suivre les transferts de spins dans
les métalloporphyrines de Fer (ou de NickélLa spectroscopie RMNH est une méthode
particulierement utile pour détecter et caractélise complexes formés par le Fer sous différents
états de coordination et d’oxydation avec les pyripkes® et les hémoprotéiné.C'est par
RMN du proton qu'il est possible de suivre les é@ifintes especes porphyrinato-Fer permettant

I'activation du dioxygéne ou le transfert d’atomexygéne par la métalloporphyrirté.

li- Spectroscopie RMN du carbone 13.

Bien que la résonance des noyaux soit relativerpentaffectée par les courants de cycle en
RMN du carbone 13, celle-ci demeure néanmoins se¥ssible aux effets électroniques. Le
spectre RMN™C du macrocycle porphyrinique se compose esseattielht de trois zones :

v' Les carbonemesoqui résonnent entre 95 et 120 ppm,

v' Les carboneg-pyrroliques qui résonnent vers 130 ppm,

v' Les carbones-pyrroliques qui résonnent vers 145 ppm.
Le signal correspondant aux carbomepyrroliques est généralement élargi et assez éfalid
Ceci est la conséquence directe de la tautomésepaeons NH internes. Ce phénoméne peut
également affecter dans certains cas la forme gpmusx des carboneg-pyrroliques. Un
abaissement de température (-60°C) permet de iralantautomérie et a cette température on

observe pour les carbonesyrroliques deux pics correspondant chacun & guaitbones?

14 E. A. Walker, Proton NMR and EPR Spectroscopyarfifhagnetic Metalloporphyrins, The Porphyrin HandboolEds.: K. M. Kadish, K. M.
Smith, R. Guilard), Academic Press, San Diego, ZXQ p. 81.

°G.N.La Mar, J. D. Satterlee, J. S. De Ropp, Narclagnetic Resonance of HemoproteinsTtie Porphyrin HandbookEds.: K. M. Kadish,
K. M. Smith, R. Guilard), Academic Press, San Digg4, 200Q p. 185.
16 a) G. N. La Mar, J. D. Satterlee, J. S. De Roppcléar Magnetic Resonance of HemoproteinsThe Porphyrin HandbookEds.: K. M.
Kadish, K. M. Smith, R. Guilard), Academic Presan®iego, CA200Q p. 185.

b) L. Banci, I. Bertini, C. Luchinat, P. Turano,l&on Structures of Hemoproteirig, The Porphyrin HandboofEds.: K. M. Kadish, K. M.

Smith, R. Guilard), Academic Press, San Diego, 0 p. 323.

g Pacholska-Dudziak, L. Latos-Grazynski, Eurndrd.Chem.2007, 2594-2608.
B8R Abraham, G. E. Hawkes, M. F. Hudson, K. MitBmJ. Chem. Soc., Perkin Trans.1875 3, 204-211
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C- Spectrométrie de masse

Les porphyrines se caractérisent entre autres partngs faible volatilité, c’est pourquoi les
technigues classiques d’ionisation ne sont gén@eie pas adaptées. Il est nécessaire d'utiliser
les méthodes de désorptions directes comme la ptésoitonisation Laser Assistée par Matrice
connu sous l'abréviation MALDI. La méthode MALDI-FOMatrix-Assisted Laser Desorption
lonisation - Time Of Flypermet le passage en phase gazeuse de molémnileSes intactes de

haut poids moléculaire (figure 1-8).

G-D © Molécules intactes
Laser & impulsi » K
puisions e o et fragments

e} A
\ o ° (ions, neutres)
- Désorption/ionisation

Composée étudié

Cristal de matrice
Support metallique

Figure 1-8 :Principe de la technique MALDP

Le composé a analyser, mélangé a un exces de rfedétun composé servant de matrice, est
adsorbé sur un support métallique. Le dépdt estitensradié par des impulsions laser courtes
(quelques nanosecondes) dont la longueur d'ondespand a une bande d'absorption de la
matrice. L'énergie délivrée par le laser est al&soide maniere sélective par la matrice ce qui
conduit a un phénomeéne de désorption et d'ionisatine faible partie de I'énergie absorbée est
transmise sous forme d'énergie cinétique et d'é@enterne a la substance analysée ce qui
provoque l'éjection d'espéces moléculaires esdlentient intactes. Les ions produits sont
généralement [M+H] [M-H]" ou peuvent étre issus de processus de catiomsatmme
[M+Li] ¥, [M+Na]*, [M+K] ™.

¥F Rusconi, J. M. Schmitte’Analusis Magazinel 998 26, 13-17.
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La nature de la matrice est importante. Elle do# &oluble dans les mémes solvants que la
substance étudiée de facon a obtenir un dép6t hemeoden outre, elle doit présenter une forte
absorption a la longueur d'onde du laser. Si kaaidyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) est
une matrice couramment utilisée pour l'étude dexrocgcles tétrapyrroliques, il existe
néanmoins une gamme assez étendue de composésoauiétps physico-chimiques variées
pouvant étre utilisés comme matrice en fonctionaieactéristiques des porphyrines étudfées

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

Le mode ESI Electro-Spray lonisationest, lui aussi, utilisable pour de telles struesuet

permet d’obtenir I'ion moléculaire. L'ionisation p&lectro-vaporisation consiste a introduire
I'échantillon une solution dans un capillaire sosimai un haut potentiel électrique. Les ions
formés sous pression atmosphérique sont alorsisésalans un ensemble d’échantillonneurs
vers l'analyseur ou regne un vide poussé. Par dettenique, les pics moléculaires sont

€galement observés.

200, Karas, D. Bachmann, U. Bahr, F. Hillenkanipt; J. Mass Spectrom. lon ProcessE387, 78, 53-68.
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3) Principe général de synthése des porphyrines.

Certaines porphyrines sont accessibles a parguigteents animaux ou vegetaux. Cependant au
cours des 70 dernieres années, de nombreuses pogshgnt été préparées par syntheses totales.
Quelle que soit la stratégie suivie, le noyau perpique est formé par la mise en jeu de deux
types de réactions : dans un premier temps, dedisuions électrophiles sont réalisées sur les
positions 2 et 5 d’unités pyrroliques, formant uaanocycle qui est alors oxydé pour conduire au
produit attendu. En fonction de la nature, du nadirde la position des substituants a introduire

0 7

sur le macrocycle, différentes stratégies ont é&weeldppées. Trois approches majeures sont
utilisées pour la construction de macrocycles pdtmaliques (figure 1-9).

R2 R2

R1 R1
R2 R2
R1=substituant(s)méso
R2=substituant(s) béta-pyrroliques.
R2 R2

R1 R1

R2 R2
Voie | Voie Il
R2 R1 U

e
4);/\NH+4g

R2

Voie Il

Figure 1-9 :Les trois stratégies majeures suivies pour lah&gs totale des porphyrines.

De nombreuses méthodes de synthése reposent sondansation de quatre pyrroles (voie 1).

Une alternative intéressante consiste a former derocycle a partir de deux intermédiaires
dipyrrométhanes, selon la stratégie dite « 2+2o0ie(l). Cette stratégie a été développée afin de
contrdler 'agencement des substituants portéseparoduit final, et c’est également dans ce but
gu’un pyrrole est condensé sur un tripyrrane seémproche «3+1 » (voie lll). Chaque approche
implique des méthodes qui ont leurs avantages wts lémitations : la détermination de

conditions préparatives optimales reste un enjectdalité. Nous proposons de faire un tour

d’horizon des grandes méthodes de synthese gunanjué I'essor synthétique des porphyrines.
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A- Synthese de porphyrines a partir de quatre pyrrdes

Les premiéres porphyrines synthétiques ont éténabtepar la condensation de quatre pyrroles.
Deux approches ont été développées selon cettégiala premiere que nous allons étudier a
permis de mettre au point la condensation de quayreoles en présence d'aldéhydes qui
apportent les quatre carbones nécessaires a l&uaiimn des ponts méthines. Cette approche
s'est avérée particulierement adaptée pour la paipa desmésoporphyrines. La seconde
approche que nous détaillerons se base sur 'autdensation de pyrrolessubstitués et permet

d’accéder aux porphyringssubstituées.

i- Condensations du pyrrole avec des aldéhydes aratiques
La premiéremésoporphyrine a été obtenue en 1935 par RotheAfumedec un rendement de
I'ordre de 5% Il a formé lamésotétraphénylporphyrine en tube scellé, en chauffafR0°C
pendant 48 heures un melange de pyrrole et de lobéhgale dans la pyridine (figure I-10). Dans
de telles conditions, seuls les aldéhydes aromedides plus résistants au chauffage ont pu
former desnésotétraarylporphyrines symétriques, avec des rendenenjours aussi faibles.

QA

HO
Pyridine, 220°C

+Q—>
@ ®

Figure 1-10 :Méthode de Rothemund appliquée a la synthésemédatétraphénylporphyrine.

Rdt = 5%

En 1967, Adler et Londd ont significativement amélioré la méthode précéelgar la mise en
oeuvre de conditions plus douces. En effet, c’dstidlibre et dans I'acide propanoique a reflux
(130°C) qu'ils ont réalisé la condensation du plgrrsur le benzaldéhyde. Ils ont ainsi obtenu la

mésotétraphénylporphyrine avec un rendement supérie@0%. Applicable pour un large

21p_ 3. Rothemund, Am. Chem. Sod.935 61, 2912-2915.
22p_ 3. Rothemund, A. R. Menottl; Am. Chem. Sod.941, 63, 267-270.
2 D. Adler, F. R. Longo, J. D. Finarelli, J. Goldoher, J. Assour, L. Korsakoff; Org. Chem.1967, 32, 476.
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eventail d’aldéhydes, et sur de grandes quantaébéthelle de la dizaine de grammes de
produit), cette méthode a largement été suivie gaupréparation de nombreusesse

tétraarylporphyrines symétriques.

Desmésearylporphyrines non symétriques ont été synthésisé partir de 1975 par Littfé.ll a
adaptée la méthode de Adler-Longo pour former urang® denésoporphyrines substituées par
un, deux, trois et quatre groupements aromatigdestigues, en condensant le pyrrole sur un
mélange de deux aldéhydes aromatiques au refluladee propanoique (figure I-11). Selon
cette méthode, dite des « aldéhydes mixtes »,riadion préférentielle d’'unemésoporphyrine

non symétrique est orientée, contrélée statistiquetrpar le rapport stoechiométrique des réactifs

engages.
EtCOOH reflux,
air, 30min
n H\(O +  (4-n) H\(o + 4 Z/ \S
N
R1 R2 H Rdt=4a7%

Ri =R1 ou R2, selon la stoechiométr
des aldéhydes engagés.

Figure 1-11 :Méthode des aldéhydes mixfés.

Les rendements modestes obtenus par cette méthdedé & 7%) s’expliquent par sa faible
sélectivité (formation concomitante des autmssoporphyrines substituées) et, surtout, par les
réactions de polymérisation du pyrrole qui ont leucours de toutes ces syntheses. Largement
appliquée, l'approche de Little reste une méthodecHoix pour la préparation deséso-
porphyrines monofonctionnelles. En effet ces deesi&ristallisent dans I'acide propanoique, ce

qui permet de les isoler simplement par filtratitnmélange en fin de réaction.

En 1985, Gonzalves ebll. ° ont suggéré que l'origine des faibles rendemehtewés est &
chercher dans les difficultés a oxyder les porptogénes, reconnus comme intermédiaires lors

de la synthése de Rothemund, et que les haute®tammes utilisées sont superflues. lls ont

%RG. Little, J. A. Anton, P. A. Loach, J. A. Iberd Heterocycl. Chem1975 12, 343-349.
A M AR Gonzalves, M. M. Pereiral; Heterocycl. Chem1985 22, 931-933.

22



proposé une voie de synthése séparant les eétapesydiieation et d’aromatisation du
macrocycle : un porphyrinogéne est obtenu a l'isfuee premiére étape, puis il est oxydé en
porphyrine. S’inspirant de cette méthode qui aseorfemploi d’aldéhydes thermiguement
instables tels que les benzaldéhydes substituédgzasucres, ou les aldéhydes portés par des
hétérocycles, Lindsé$?’ a préparé un large éventail deésetétraarylporphyrines symétriques.

A température ambiante, dans du dichlorométhangdrehla condensation de I'aldéhyde sur le
pyrrole est induite par une quantité catalytiquacitle de Lewis (tel I'éthérate de trifluorure de
bore, ou le TFA). Le porphyrinogéne obtenu est gasixydé en porphyrine, avec par exemple
la 2,3-dichloro-5,6-dicyano-quinone. Il a ainsipaéé la tétraphénylporphyrine (figure 1-12) avec
un rendement de 46%. Dans ce cas, la méthode dsdyira donné de bien meilleurs résultats

gue ceux obtenus avec les méthodes précédemmeitesiéc
[¢] OH
NC Cl NC Cl
IS HEI G
NC Cl NC Cl
(o} OH
kz-j

1-
Acide de Lewis (cat.)

CH,Cl,, 25T

Porphyrinogéne mésoporphyrine

Si R = GH,, rdt = 46%.

Figure 1-12 :Synthése de la tétraphénylporphyrine selon la au&thie Lindsey.
1- Synthése du porphyrinogéne 2- Oxydation enlpgipe

Cependant, les rendements peuvent varier avec tareey amplitude, selon les conditions
réactionnelles et l'aldéhyde utilisés. Il s’est @v@ue les meilleurs résultats sont obtenus en
milieu dilué (10° M) et que I'encombrement stérique des benzaldéhgdés- substitués rend

difficile leur condensation sur le pyrrole. Parslaite, cette méthode a été adaptée a la synthése

20 3.s. Lindsey, H. C. Hsu, I. C. Schreimafefrahedron Lett1986 27, 4969-4970.
273.s. LindseyThe Porphyrins Handbookol. | (Synthesis and Organic Chemistry), K.M.di&h, K.M. Smith, R. Guillard (Eds1)999.
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desmésetétraarylporphyrines non symétriques par Lind&ey Momenteat), qui ont augmenté
la dilution des réactifs (1tM) ainsi que la durée de réaction. L'extréme seliigiltlu processus
vis-a-vis de 'encombrement de l'aldéhyde et ladatilution des réactifs introduits restent les

facteurs limitants de cette méthode.

La synthese des porphyrines a grande échelle niagcgdatilisation de solvants et de catalyseurs
toxiques pour I'environnement, une méthode altéraad récemment été développée au sein du
LCSN. Selon cette approche, legsotétraarylporphyrines sont obtenues sans solvaétega
I'utilisation de charbon actif (prétraité a I'acidérique) utilisé comme promoteur acitfeCette
méthode écologique est transposable a grande @atellelle est simple a mettre en ceuvre,

rapide, efficace et économique.

R
Charbon actif traité
VA -
N 200°C, 30 min.
. H sans solvant
(@]

R=-CH, rdt=40%
R=-OCH, rdt=33%

R R

L~

(o = O

R R

Figure I-13 :Synthése sans solvant, catalysée par le charbibrraité, de tétra-arylporphyrines symétriqd@s.

Les mésoporphyrines symétriques comme la tétratolyl- éétaa-anisylporphyrine (figure 1-13)
sont ainsi obtenues avec d’excellents rendemesspértivement 40% et 33%). Des porphyrines

mono- substituées, portant notamment des subdstgiyrcosylés, ont également été obtenues.

Quelle que soit I'approche suivie, la préparati@s mésoporphyrines non symétriques a partir
de pyrrole conduit invariablement a la formatiomrd’'mélange de porphyrines, nécessitant un

fastidieux travail de purification.

%;s. Lindsey, S. Prathapan, T.E. Johnson, R.W. &fagetrahedron1994 50, 8941-8968.
2p, Oulmi, P. Maillard, J.-L. Guerquin-Kern, C. Hu#l. Momenteau). Org. Chem 1995 60, 1554-1560.
30y, Vignaud, R. Granet, P. Krausk,Porphyrins phtalocyanind 0(7),2006 937-941.
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li- Auto-condensations de pyrroless-substitués
Cette approche vise plus particulierement I'obtentide porphyrinesp-substituées par
autocondensation de pyrroles, mono- ou disubstitel@sposition a. De tels précurseurs
aromatiques (figure I-14) sont aisément préparkmsa méthode de Knorr. Sieldel et Winkfér
ont synthétisé de cette facon plusieurs porphyriiesbstituées en chauffant, & sec ou en
solution, des pyrroles de tyge Par ailleurs, la condensation de pyrrole de Bmiivie d'une

oxydation par I'air permet d'obtenir des porphyisgmétriques avec de bons rendements.

R R R R
HOOC N N
H H
A B

Figure 1-14 :Pyrroles substitués précurseurs de porphyfirasbstituées.

En 1996, Smith atoll.** ont présenté une nouvelle méthode permettantetisbé partir d'unités
monopyrroliques, des octa-alkylporphyrines symégg) isomériquement pures portant deux

types de substituants différents (figure 1-15).

K Fe(CN)G
MenN_  J \

MeOH

Iz

Rdt = 19%
Figure 1-15 :Synthese de la tétraéthyl-tétraméthylporphyrine
lIs ont ainsi obtenu un rendement de 19% en effattia réaction en présence dg-&(CN)

dans le but d'éviter la redistribution des sousésnpyrroliques qui, en milieu acide, conduit a un

mélange complexe de porphyrines.

31 \. Siedel, F. Winkler Liebigs Ann. Chem1943 54, 162-201.
32 T. Nguyen, M. O. Senge, K. M. Smittd;Org. Chem.1996 61, 998-1003.
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B- Synthése de porphyrines a partir d’'intermédiaires di-

pyrroliques selon I'approche « 2 + 2 »

A la fin des années 1920, I'équipe de Fischer a amigoint une approche originale pour la
synthése totale de la protohémine naturelle etase dérivés>*>* Leur méthode consiste a
provoquer I'autocondensation de 5-bromo-5’-méthgipméthénes (figure 1-16) en milieu acide
par chauffage a plus de 200°C.

Figure 1-16 :Dipyrrométhénes utilisés par Fischer.

Ces synthéses ont illustré le développement d'inraégie judicieuse qui consiste a former le
macrocycle tétrapyrrolique avec deux synthons yrditiques ». Cependant, les conditions
requises pour la condensation des meéthyl-pyrrométhént été une limitation évidente au
développement de cette stratégie. Assez fragissdipyrrométhanes n’ont pas été considérés
comme des réactifs fiables, jusqu’en 1960. En stighnt des porphyrinep-substituées,
Woodward et Mac Donafdont présenté une construction de macrocycle poiifye efficace

qui est réalisée dans des conditions douces,autilisne quantité catalytique d’acide pour induire
la condensation d'un dipyrrométhane sur un 55fbimylpyrrométhane (figure 1-17).
Woodward a rapidement illustré l'intérét de cettétmode par la synthése totale de la
chlorophylle &° Rapidement généralisée sous les noms de méthiide ©onald » ou « 2+2 »,

elle a été appliquée a la syntheserdsoporphyrinedransdisubstituées.

By, Fischer, H. Friedrich, W. Lamatsch, K. MorgehrpTechn. Hochschule, Munchen. Arit828 466, 147-178.
34 1. Fischer, R. ZeileAnn. Chem1929 98, 468

35 a) G.P. Arsenault, E. Bullock, S.F. MacDonald Am. Chem. Sod96Q 82, 4384-4389.
b) R. B. Woodward Angew. Chem196Q 72, 651-662.
36 R. B.Woodward Pure Appl. Chem1961, 2, 383-404.
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1) Acide (cat.) Hl ou TsOH
2)Quinone X X

Y

Figure 1-17 :Procédure générale de la méthodologie de MacDonald

Ainsi, trois adaptations de cette stratégie ont maiges au point (figure 1-18). La premiére
consiste a engager deux unités dipyrrométhanes deex aldéhydes pour obtenir apres
condensation (i) des porphyrines porteuses deshbatituant$-pyrroliques avec deux ou quatre
mésesubstituant ou (ii) desméseporphyrines a deux ou quatre substitudhts.Ces
condensations sont réalisées dans l'acide propaa@geflux, ou bien dans le dichlorométhane,
par catalyse avec un acide de Lewis suivie de datpn du porphyrinogene forme.

Lee et Lindsey’ ont publié une méthode simple et efficace pour plgparation des
dipyrrométhanes précurseurs (figure 1-18). Sousogphere inerte, I'aldéhyde est condensé sur
un excés de pyrrole (100 €q.) en absence de sol8atin cette méthode, les réactions sont
catalysées par le TFA (0,1 éq.). Apres 15 minudestempérature ambiante, si les
dipyrrométhanes formés n’ont pas cristallisé, distpurifiés par chromatographie.

La seconde variante est une autocondensation de wgtes 5-arylcarbinoldipyrrométhanes
réalisée au reflux de I'acide propanoidfi&nfin, la troisiéme variante est une condensatian
dipyrrométhane sur un 5,5'-bis-arylcarbinol-dipyrméthane'*

375L Sessler, M.R. Johnson, S.E. Creager, J.Gngett J.A. Ibers). Am. Chem. Sp&12, 9310199Q
%8s, LindseyThe Porphyrin Handbogh.M. Smith, R. Guilard (Eds), Academic Press Bgton, MA, 1999
39 C.-H. Lee, J. S. Lindseyetrahedron50, 114271994

0 D.M. Wallace, K. SmithTetrahedron Lett.31, 72651990

A, Ema, Y. Kurroda, H. Ogoshietrahedron Lett.32, 45291991
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Argon, TFA (0,1éq.),

H H
R X = 15 min. a TA. f N N
J o+ J:/\NH X’W
> ,
o) X ] X R=H, alkyles ou aryles

45 a 85% X R

(1éq.) (100¢éq.)

IZ 7z
I=Z7N

Ar
HO

R=H, alkyles ou aryles.

Figure 1-18 :Méthode de Lindsé§ pour la synthése de dipyrrométhanes précursaursjgvariantes de « 2+2 »

appliquées a la synthése d’uméseporphyrine tétrasubstitudéeans.

Cependant, les rendements obtenus se sont avérdsste® et le produit attendu doit
invariablement étre isolé d’'un mélange de porplegimsomeres, difficilement séparables. La
formation des isomeresis s’explique par un processus indésirable appeté&rambling»,

présenté figure 1-19.
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Figure 1-19 :Processus du scrambling

Selon Lindsey, le tétrapyrrane formé (X) subit @woidolyse. Les fragments pyroliques (Y) et
azafulvéne (Z) générés se recombinent, conduisale #ormation decis-porphyrines non
souhaitéessia le tétrapyrrane tronqué (X’). Dans un premier temp a démontré qu'il était
possible d'obtenir spécifiquement unens{porphyrine en utilisant des dipyrrométhanes
encombrés comme le mésityldipyrrométhane (figuze-g)*

HO
1) Ac. de Lewis (cat.), CHCI,
2 + 2
2) Quinone
B
N
H

1) Catalyseur: Sc(OTf),CH,CI,

/ 2) Quinone

IZ/
N

Iz

HO

b) Rdt 32%
Figure 1-20 :Adaptation de la méthode " 2+2 " a la synthesaelifnés@orphyrine disubstituéeans
a) encombrée b) non encombrée

Par la suite il a découvert que I'utilisation detams catalyseurs acides tels que pSk(OTf),
Yb(OTf)s, ou Dy(OTf) (figure 1-20-b) réduit fortement la survenue déaations indésirablés.

42g 3. Littler, Y. Ciringh, J. S. Lindse}; Org. Chem.1999 64 (8), 2864-2872.
BG&.R. Geier, J.B. Callinan, P. D. Rao and J. Sd&dy ;J. Porphyrins Phthalocyanin€901 5, 810-823
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C- Synthése de porphyrines a partir d’'intermédiaires tri-

ou tétrapyrroligues

Trente six ans apres linauguration de l'approch@+2», la synthése du macrocycle
porphyrinique a été développée selon la straté@elw ™ Celle-ci a permis de préparer des
porphyrines-substituées mono-fonctionnalisées ou di-fonctitinéas sur le méme pyrrofar
condensation d’un tripyrrane sur un diformyl-pyesobvec des rendements de l'ordre de 35%
(figure 1-21).

MeOOC,
I\ [ ) 1) TFA, CH,CI COOMe
/ \ N~ COOH s

Hooc” N N H 2) ELN

H H 3) DDQ
+ o H 0
\ ]

N Rdt = 35%

\ /

Figure 1-21 :Exemple de synthese par la méthode " 3+1 "

Pour former le macrocycle tétrapyrrolique des pyriples, la derniére possibilité stratégique
consiste a cycliser des intermédiaires tétrapyjuels linéaires. Cette approche est développée
pour la synthése de porphyringsubstituées qui ne possédent pas de syrffétNeus ne ferons
que citer a titre d’exemple la synthése de Iiswopprphyrind®. A la maniére dont sont
construites les séquences peptidiques ou nuclgogdj I'intermédiaire est élaboré au cours
d'une synthése multi-étapes. Il est ensuite cyclgéis oxydé pour donner la porphyrine

attendue.

4L Sessler, J. W. Genge, A. Urbach, P. Sansgynlett, 1996 2, 187-188.

45 a) K.M. Smith,Porphyrins and Metalloporphyrin&.M. Smith (Ed.), Elsevier, Amsterdad975 29-58.
b) P.S. Clezyhust. J.Chenil99], 44, 1163.
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D- Quelques hémisyntheses a partir de pigments natls.

I- Pigments d’origine animale
Nous présenterons ici quelques exemples de madescigtrapyrroliques issus de la dégradation
de chromophores naturels. La chloroprotoporphydeefer(lil), plus connue sous le nom de
protohémine est le dérivé porphyrinique le plusratamt chez les animaux supérieurs (figure I-

22). On I'obtient a partir du sang selon 'une desx méthodes décrites ci-dessous.

OH OH OH

le} (0] (@]
Protohémine Protoporphyrine IX Mésoporphyrine IX
Figure 1-22 :Structures de la protohémine et dérivés.

La méthode de Fischef®.
Proposée par Fischer en 1955, cette méthode eshukevclassique pour l'obtention de la
protohémine. Elle consiste a chauffer du sang de@ben milieu acide, puis a isoler la
protohémine (par filtration ou centrifugation) lats refroidissement du mélange. La purification
est réalisée par recristallisation, ce qui permebtenir 2,8 a 3,6 grammes de protohémine pure
par litre de sang.
La méthode de Labbe et Nishid&

Robert F. Labbe et Goro Nishida ont proposé unes anéthode, basée sur I'usage de chlorure de
Strontium, afin d’éliminer la majorité des prot&near filtration a chaud. La protohémine
cristallise dans le filtrat en cours de refroidissat, puis elle est purifiée, toujours par
recristallisation. Les rendements obtenus par ge@thode sont sensiblement les mémes que

ceux obtenus par la méthode de Fisher.

48 . Fischer Org. Synth. Coll. Vol. 1|1442-4431955
4" R. F. Labbe, G. Nishid&iochem. Biophys. Actag, 437,1957.
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Ainsi obtenue, la protohémine sert ensuite de ps&tw pour la préparation de
I'hnématoporphyrine IX (traitement en milieu acidég, la protoporphyrine IX (par démétallation)
ou encore de lmésoporphyrine IX, entre autres.

ii- Pigments d’origine végétale
Les chlorophylles naturelles (figure I-3) peuvette &xtraites en abondance a partir des feuilles

des végétaux. La chlorophyllenotamment est a la base d'un grand nombre derptiépe de
porphyrines et dérivés (figure 1-235.

COOMe COOMe
COOMe COOMe COOMe
(trie(;?(l_(r)r;]éetﬁﬁli ue) Phylloporph yrine o A AR
yliq (diester méthylique) (diester méthylique)

Figure 1-23 :Macrocycles tétrapyrroliques issus de la chlordiptey.

C’est par méthanolyse acide de la chlorophgltgue le triester méthylique de la chlorine-e6 est
préparé’® De méme, le traitement de la chlorophydiepar diverses conditions suivies d'une
méthanolyse permettent d'obtenir les diesters rigtles de la phylloporphyrine XV et la

V.50'51

pyrroporphyrine X

8 1 H. Inhoffen,Naturwissenschafterl968, 55(10), 457-462.

PR, Willstatter, M. UtzingerJustus Liebigs Annalen der Chem(#911), 382, 129-94.

S0y, Fischer, W. Seidel, L. Le Thierrjustus Liebigs Annalen der Chen{933, 500, 137-202.
SR, Willstatter, Y. AsahinaJustus Liebigs Annalen der Chem({#310, 373, 227-238.
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4) Applications chimiques des porphyrines

En raison de leur structure électronique particelides porphyrines ont souvent un caractere
photosensible, ce qui en fait des agents photogui@si de premier choix. En outre, les quatre
azotes donneurs dirigés vers lintérieur du maatecplan confére un tres fort effet chélate aux
porphyrines : en présence de meétaux, elles forrdest complexes tres stables qui sont de
puissants systemes oxydoréducteurs. Par ailleats, dtructure macrocyclique constitue un
squelette rigide et stable, pouvant étre subsgiiréde nombreux groupements fonctionnels. Les
propriétés et la modularité des porphyrines omtéafattention des chimistes, ouvrant les portes
de vastes domaines de recherches, comme les axyslaphoto-induites, la catalyse

biomimétique ou la conversion de I'énergie lumireeus
A- Oxydations photo induites

Sous l'influence de la lumiére, I'oxygene, en pr&sed’'un sensibilisateur, est capable d’oxyder
de nombreux composés organiques. Ces oxydationgargelon deux modalités (mécanismes |
et Il) et s’effectuent en présence d’'un coloranure (P) susceptible d’étre excité par absorption
d'un photonhv. Portée dans un état excité®¥), la molécule ne demande qu'a dissiper son
excédent d’énergie, et son devenir apres I'exomaliimineuse peut étre décrit par le diagramme
de Perrin-Jablonski (figure 1-24). Son retour aatdondamental peut se faire selon les processus
photophysiques radiatif (fluorescence) ou non t#di@issipation d’énergie calorifique),
concurrents de la réaction photochimique. Maie goHotosensibilisateur est une porphyrine, le
plus souvent (plus de 80% pour I'hématoporphyfineune conversion intersystéme par
inversion de spin électronique conduit & la fororati’'une porphyrine a I'état triplelR*).

P+ hv— 'P* —3p*
Celle-ci peut se désactiver par les processus phgsiques (phosphorescence, dissipation

d’énergie calorifique) et, surtout, par réactiohstpchimiques, selon deux mécanismes.

526, Jori, J. D. Spike®hotobiochemistry of porphyringopics in photomedicin&.C. Smith Ed., Plenum Press, New Ya984

33



Energie

»
»

hv.Ph

LUMO

Po HOMO

<

hv.F=Fluorescence, hv.Ph=Phosphorescence
RV=Relaxation vibrationnelle (chaleur)

Figure I-24 :Diagramme de Perrin-Jablonski.

- Le mécanisme radicalaire photo-induit (type

Ce mécanisme implique un transfert d’électron dot@éensibilisateur vers une molécule de
substrat RH), initiant une réaction radicalaire dont la chatfeepropagation est assurée par la
présence d’oxygéne moléculaire.

%P*+R-H - P-H+R

R +°0* — ROO
ROO + R-H—- ROOH + R

Les produits obtenus seront nombreux car les pdexjormés sont instables, ce qui conduit a
des processus de dégradation ou de polymérisd@anailleursP* peut céder un électron a
'oxygene, donnant I'anion superoxyd@y) qui peut former des adduits.

Pr+ O P+ 0Oy

- Le mécanisme photochimique (type I1)
Ce mécanisme implique quant a lui le transfert efgie au dioxygéne moléculaire. Il passe alors
de son état fondamental (état triplé,) a I'état excité singule(*O,) qui est extrémement
électrophile!O, réagit avec les molécules du milieu, ce qui exygiga courte durée de vie dans

le milieu (de I'ordre de la nanoseconde).
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Un exemple typique d’adduit formé par I'oxygénegsilet est I'ascaridole, synthétisé par les
végétaux. Il s’agit de I'endoperoxyde-1,4 issu @@hoto oxydation ded-terpinene, sensibilisé
par les chlorophylles (figure 1-25A). Ce type deagtion a donné lieu a des travaux sur
'oxydation photosensibilisée d'oléfines. Une de®adtions les plus étudiées est
I'hydroperoxydation des oléfines avec migrationladedouble liaison (figure 1-25B) Depuis,
I'utilisation des porphyrines comme agent d’oxydatphotochimique a permis de nombreuses

synthéses?

hv /O,

Y

Chlorophylle

R1 R3 R1 HoOO

hv / O, R3
= > NS
R2 R4 R2 R4

Sensibilisateur

Figure 1-25 :A- Formation de I'ascaridole ; B- Hydroperoxydatides oléfines.

En raison de I'importance de I'état triplet du pbs®nsibilisateur dans le transfert d’énergie a
'oxygene, le sensibilisateur doit présenter undesnent élevé de passage a I'état triplet, une
durée de vie de I'état triplet aussi longue quesitds, un coefficient d’absorption important et
une faible susceptibilité a 'oxydation. De plugnkergie de I'état triplet du photosensibilisateur
ne doit pas étre trop supérieure a I'énergie dayfene. Les macrocycles porphyriniques

répondent a ces conditions : de ce fait ils camstit de bons candidats.

53 5.0. Schenckangew. Chem69, 5791957
SEMK. Mansour, P. Maillard, P. Krausz, S. Gasp&dGiannotiJ. Mol. Cat, 41, 3611987
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B- Oxydations thermiques catalysées par les métaillo

porphyrines

Le métabolisme des organismes vivants est assuiégaystemes a cytochromes P450.
Ces enzymes sont susceptibles de catalyser ugraed nombre de réactions. Dans leur activité
de type monooxygenase, ils oxydent une large palé&t substrats, réalisant entre autres,
I'’époxydation d’alcénes et I'hydroxylation d'alca®@ L'oxydant utilisé est le dioxygéne, et le
seul sous-produit est I'eau : on comprend donddfi&t industriel qu’il y aurait a mimer une telle
réactivité. La chimie biomimétique met a profitdannaissance que nous avons de ces enzymes
pour concevoir des catalyseurs de grande utilitactlvité monooxygénase des cytochromes
P450 peut étre reproduite & I'aide de modéles ing@iphyriniques? Les plus couramment
employées, parce que les plus efficaces somhé&soporphyrines de fer ou de mangan&se.

En tant que catalyseurs biomimétiques les métalfpoines présentent une souplesse
d'utilisation remarquable. En effet, ces catalysespnt efficaces avec une large gamme
d’'oxydants, généralement peu dangereux et peu wadigiodosylbenzéne est le donneur
d’'oxygéne le plus courant, mais on peut le remplgme I'hypochlorite de sodium, par le
dioxygene en présence d'une source d’électron, amudes peroxydes inorganiques comme
KHSOs... Leur greffage de maniére covalente, sur divergpsts, permet le libre choix du
systeme catalytique (homogene ou hétérogene). Mbtif en plusieurs sites, la structure des
métalloporphyrines a permis la conception de dffiées générations de catalyseurs. me&so-
porphyrines substituées par quatre groupementssargentiques (phényles ou tolyles) se sont
aveérees relativement résistantes aux conditiondags, conduisant a la premiere génération de
catalyseurs (FeTPPCI et MNnTTPCI par exemple). latalgseurs de seconde génération ont une
durée de vie accrue par l'utilisation de groupegleahalogénés. Par rapport auméeso-
porphyrines précitées, les catalyseurs de troisigg@eération ont démontré leur efficacité
supérieure : ces porphyrines sont substituées edlersent sur les phényles, mais aussi sur les

pyrroles par des groupements électroattracteunsr(fichlore, nitro, sulfonates...). Enfin, des

p. Mansuy, J.M. BerdBioinorganic catalysisJ. Reedijk Ed., M. Dekker, Inc., New Yod993 395-468.
56 b. MansuyPure and Appl. Chem1987, 59, 759-770.
s Montanari, L. CasellaMetalloporphyrins Catalysed Oxydationduwer Accademic, Dordrecht994
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systemes porphyriniques chiraux ont été dévelopglads le but de proposer des catalyseurs
stéréo sélectifs pour la synthese asymeétrique.

La fonctionnalisation d’hydrocarbures (alcanes¢maés) est au centre des préoccupations
de lindustrie chimique contemporaine, permettantvalorisation de simples combustibles en
réactifs chimiqueslLes porphyrines sont utilisées dans l'industrierglitre pour catalyser
I'époxydation des oléfines, I'hydroxylation desaies, et la conversion d’oléfines terminales en
aldéhydes.

I- Epoxydation d’oléfines
Groves etcoll. ont publié en 1979 les premiers travaux d’oxygémathermique catalysée par
des métalloporphyrine¥. Utilisant I'iodosylbenzéne (PhlO) comme donneus, ont décrit
'époxydation d'oléfines (figure 1-26A) en présende tétraphényl- ou tétratolylporphyrines
ferriques (respectivement FeTPPCI et FeTTPCI).r@émlloporphyrines forment transitoirement

un dérivé oxo-métallique qui est & I'origine dunstert d’'un atome d’oxygeéne (figure 1-268).

o

O =— J
—_—
FeTPPCI 93%
PhiO
—— (0]
FeTTPCI 84%
o
- PhIO
O — = D 77% Rendements calculés d'apres
FeTPPCI ° la consommation de PhiO.

A
u;/i\ﬁ// /%;7\\1:\@
v Vo
i e
} /
L éﬁ‘j ///(
B

Figure 1-26 :(A) Quelques exemples d’époxydations catalyséesiggporphyrines de fer (I1f.
(B) Schéma du cycle catalytique mettant en jeuporphyrine de fer (l1) dans I'époxydation d’alcée

%87 Groves, T. E. Nemo, R. S. MyeisAm. Chem. Sqd 979 101 (4), 1032-1033.
59 3. 7. Groves, R. S. Myera, Am. Chem. Sqd.983 105, 5786.
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li- Hydroxylation d’alcanes
La conversion des alcanes en alcools est un prexesslustriel difficile pour lequel les
métalloporphyrines sont des catalyseurs de chesyrant l'insertion d'oxygene par l'activation
des liaisons C-H & des températures dofftess résultats obtenus par Groves sont présentés

figure 1-27A%
O __ P oH
“rerteal 31%

OH o Br
BrCCl 4/PhlO
+ +
FeTTF’Cl

24% 36% 18%
H OH
PhIO
_— Rendements calculés d'aprés
FeTTPCI la consommation de PhIO.

H H 30%

A
CI CI
H-CR,

B

Figure 1-27 :(A) Hydroxylation d’alcanes catalysée par FeTTPCI.
(B) Schéma du cycle catalytique générant des raxiatkyles *?

La régiosélectivité avec laquelle la décaline egtrbixylée suggére la formation d’'un radical
alkyle, ce qui est en accord avec le cycle catpgtiprésenté figure 1-27B. Grace a I'utilisation
des métalloporphyrines de troisieme génération reledements d’oxydation d’alcanes linéaires
(en alcools secondaires et cétones) & hauteurdden80été atteint®

Des catalyseurs d’oxydations asymétrigues sont logpés a partir de systémes
métalloporphyriniques chiraux. Il s’agit de porpings binaphtyles, a anses de panier ou encore

60\, Filatov, N. Harris, S. ShailAngew. Chem. Int. EA999 38, No. 23, 3510-3512
61 3. 7. Groves, T. E. Nemd, Am. Chem. Sqdl983 105, 6243.
52 3.7. Groves, P.ViskiJ. Am. Chem. Sqd.989 111(22), 8537-8538.
. Mansuy, P. BattionBioinorganic catalysis). Reedijk Ed., Marcel Dekker, In¢ 993 395-468.
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de porphyrines glycosylé8%%° Ces porphyrines constituent une cupule chiralecqtalyse une
conversion de maniére stéréosélective. Grieco @tkStont réalisé I'hydroxylation directe et
spécifique en position C9 et/ou C12 de-&ndrostanes (figure 1-28).

OH OH

12
1) PhiO

—_—

7) KOH

16% 21%
Figure 1-28: Hydroxylations de Grieco et Stutk.

lIs ont ainsi montré que I'nydroxylation de diffétes liaisons C-H au sein d’un stéroide peut étre
dirigée en faisant varier la longueur de chainendapaceur qui relie de maniere covalente ce
substrat a une porphyrine de manganeéese (l11).

lii- Clivages oxydatifs
D’autres conversions oxydantes de groupes fonatisnsont réalisées avec des catalyseurs tels
que les porphyrines sulfonées métallées par dodetu manganése (MnTPP3)Par exemple,

Haber etoll.?® ont étudié la co-oxydation du styréne et de I'isgtaldéhyde (figure 1-29).

0
X /O
F o [ HO.___O
z MnTPPS
+ )/\ + O, > + + I

Figure 1-29 :Co-oxydation du styréne et de I'isobutyraldéhydemtysée par MnTPPS.

Utilisant comme oxydant le dioxygene atmosphérigabondant et gratuit), cette réaction
catalysée par la MnTPPS a ouvert une intéressamite pour la conversion des oléfines
terminales en aldéhydes.

D. Mansuy, P. Battioni, J.P. Renaud, P. GuelitChem. Soc. Chem. Comm55,1985
P. Maillard, J.L. Guerquin-Kern, M. Momentedwgtrahedron Lett.32, 49011991

a) P.A. Grieco, T.L. Stukl. Am. Chem. Sqcl12, 77991990
b) T.L. Stuk, P.A. Grieco, M.M. March, Org. Chem 56, 29571991

a) G.L. Labat, J.L. Seris, B. Meuniémgew. Chem., Int. Ed. EngP9, 14711990
b) B. MeunierChem. Rey 92, 14111992

J. HaberM. Kosowski, J. Potowicz]. Mol. Cat. A: Chem201, 1-22003 167-178.
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C- Vers la photodécomposition de I'eau

Les porphyrines peuvent étre utilisées pour com#ghergie solaire en dihydrogene, carburant
propre et renouvelable par photodécomposition@ul’ Ce processus a fait I'objet de nombreux
travaux en raison de son impact potentiel dansomaihe des énergies renouvelalSfed.

consiste a exciter par la lumiére visible un phetssbilisateur porphyrinique (S) qui va céder un

b

de ses électrons a une substance relais (le mitlogene, MV) et décomposer I'eau
catalytiquement pour fournir du dihydrogéne. A ttauextrémité de la chaine, un donneur (D) est

oxydé en cédant un électron au photosensibiliséfigure 1-30a).

N a) Production de dihydrogéne
Lumiere D: donneur d'électron (triéthanolamine, Cystéine)
D*: forme oxydée du donneur
S: photosensibilisateur a l'état fondamental
S': forme photo-excitée
S*: forme oxydée

D S ~ S*
MV: méthylviologéne
M Pt: Platine utilisé comme catalyseur
D* S+

V+.
2+ -
MV 1/2 H, + HO
H,0

Lumiére b) Production de dioxygéne
A: accepteur d'électron (Cobalt)
A -: forme réduite
S: photosensibilisateur a I'état fondamental;
S': forme photo-excitée;*Sforme oxydée

A S * Ai S
1 RuQ,: catalyseur
A° S+ 1/4 O, + H*

1/2 H,0

Figure 1-30 :Systéemes utilisés pour la photodécomposition ekaul’
(a) Production de dihydrogéne (b) production dxgéne.

Un tel systeme peut également étre envisagé poproduction de dioxygéne a partir d’eau
(figure 1-30b)/° Dans ce cas, au lieu d’étre réduite photochimicerén’eau est oxydée. Excité
par la lumiére, le sensibilisateur (S) s’oxyde édant son électron a I'accepteur (A). Son retour
a I'état fondamental réduit est obtenu par I'oxjatatdu dioxyde de ruthénium : le métal achéve

un cycle catalytique par oxydation d’eau, formansile dioxygene.

95 M. Lehn, M. Kirch, J.-P. Sauvage, R. ZieskalRecherchel98Q 11, 205.
) R Milgrom ; The Colors of Life: an Introduction to the Chemjsdf Porphyrins and Related Compounds
Oxford Univ. Press, UKL,997, 151.
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II- LA PHOTOTHERAPIE DYNAMIQUE DES
CANCERS

L’activation photochimique du dioxygéne par les giorines génére des especes hautement
réactives dont les applications dépassent le damde la synthése organique : leur grande
toxicité cellulaire est exploitée dans le domainédiwale, ou elle est notamment dirigée contre
les tumeurs cancéreuses, selon la méthode de Iatpé@pie dynamique. La photothérapie
dynamique des cancers (PDT p&lUroto-Dynamic Therapyest une méthode curative basée sur
l'utilisation d'un agent photosensibilisateur, coenome porphyrine, qui est rendue cytotoxique
par exposition a la lumiere en présence de dioxggétilisable sur différents types de cancers
épithéliaux, tel que le cancer de la peau, du poyrde I'cesophage, de la vessie, de I'estomac,
ou encore du col de l'utérus, la PDT est une médledficace et peu traumatisante qui connait de

ce fait un engouement croissant de la part de neuses équipes scientifiques et médicales.

(a) (b)
Figure 1-31: Carcinome basocelluaire de la base du nez, §ag@itun mois apref) les séances de PDT.

La figure 1-31 présente un exemple de résultatrabtevec la PDT. Ces deux clichés illustrent

I'efficacité du traitement et la quasi-absence idatdces.
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1) Rappel historique

Les médecins allemands Tappenier et Jesionek waduit, en 1903, le concept de photothérapie
dynamique (PDT) en traitant un sujet atteint d’'@mceer de la peau par I'action combinée de
I'éosine et de la lumiére solaiféDix ans plus tard, Meyer-Betz démontre de maniéteageuse

et spectaculaire I'action photosensibilisatricel’iématoporphyrine (Hp) : apres l'injection de
200mg de ce composeé il constate, sur lui-méme, lgsieeffets toxiques ne se développent
qu'aprés exposition & la lumiére solaifeC’est le francais Policard, en 1924, qui attriiue
'accumulation de porphyrines endogénes dans llgde® cancéreuses la fluorescence rouge des
tumeurs observée sous lumiére ultraviolétte.

En 1948, Figge et Weiland proposent d’exploiteplentotoxicité de I'hématoporphyrine (Hp)
pour traiter les tumeurs cancéreuses épithélfdl&@ependant, le manque de sélectivité du
phototosensibilisateur pour les tissus cancéredbgeénde graves lésions aux tissus sains
environnantg® En vue d’atténuer les effets secondaires de la, Rpon etcoll. ont pratiqué sur
'Hp commerciale un traitement acide suivi d'une diolyse alcaline, obtenant ainsi
I'« hématoporphyrine dérivée » (ou HpD).

Dix ans apres sa mise au point, 'HpD a contribu&éritable essor de la PDT, grace aux travaux
de Dougherty. En premier lieu, il éradique totalatmeées tumeurs cutanées chez la souris par
I'action de I'HpD et de la lumiére rouge d’une laeng Xénorl! Puis il publie les résultats des
premiers essais cliniques en 1978A la méme période, Weishauphontre que la photo-
cytotoxicité de ce nouvel agent est dle a la prioglugntracellulaire d'oxygene singulet apres

absorption de I'énergie photoniq(ie.

&N Jesionek, H. von Tappeinéiunch. Med. Wochenscht903 41, 2042-2051.

2 £ Meyer-BetzPtsch. Arch. Klin. Med1913 112, 476-503.

3 A. Policard, A. LeulierCompt. Rend. Soc. Bipl924 91, 1422-1433.

™E R Figge, G. S. Weiland, L. O. J. Manganjdfimc. Soc. Exp. Biol. Medl948 68, 640-641.
BRL Lipson, E. J. Baldegyrch. Dermatol.196Q 82, 508-516.

"® R.L. Lipson, E.J. Blades, A.M. Olseh,Natl. Cancer.|.1961, 26, 1-12.

71, 3. DoughertyJ. Natl. Cancer Inst1974 52, 1133-1136.

81 3. Dougherty, J. KaufmaGancer Res1978 38(8), 2628-2655.

0 R. Weishaupt, C. J. Gomer, T. J. DougheBigncer Res1976 36, 2326-2329.
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2- Principe de Ila photothérapie dynamique et

mécanismes photochimiques du traitement des cancers

Le principe de la thérapie anti-tumorale photodyic@m® est basé sur I'association d’'un photo-
sensibilisateur capable de se concentrer dan®liesges tumorales, et d’'une lumiére focalisée de
longueur d’'onde appropriée. C'est la combinaisorcele deux facteurs qui permet de cibler les
cancers eépithéliaux (photodiagnostique) et de ksudle (photothérapie). La premiere étape
d'une séance de PDT consiste a introduire, gémaeale par voie intraveineuse, l'agent

photosensibilisateur (figure 1-32).

Lumiére rouge

{G30nm}

FHOTOTHERATIE

Tutneur
Quelgques
minutes

Facs)
o —(-
ﬂ et oo

‘. FHOTODIAGNOSTIQUE

Lumiére violette
(407nm)

Figure 1-32 :Représentation schématique du principe de la péatapie dynamique.

Un délai de quelques heures est requis pour qgeritaintegre les cellules cancéreuses. Les
zones tumorales sont alors éclairées avec uneremoage X comprise entre 620 et 660nm) afin
de favoriser au maximum la pénétration de la luen@ains les tissus pour détruire les cellules

malignes siégeant dans leurs couches profondes.
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Le photosensibilisateur absorbe un photon, ceeqoohduit dans un état excité : le retour a I'état
fondamental peut alors se faire par conversionnetee I'énergie photonique en chaleur, ou bien
de I'émission de photons de fluorescence. Mais danmajorité des cas (plus de 80% pour
I'hématoporphyrin®), l'agent réalise une conversion intersystéme imaversion de spin

électronique qui conduit a la formation d'une pomite a I'état triplet. Celle-ci peut se

désactiver par émission de chaleur, par phosphemescet surtout par interaction avec son
environnement. L'interaction avec les molécules isimantes peut se faire selon deux

mécanismes (figure 1-33).

Porphyrine le _‘$ C.I1.S = Conversion intersysteme
état excité singulet =~ T
\ C.l.S
s & -
o .
§ 5 : }% T, Porphyrine
sl & £, & T état excité triplet
gl g & g ) 3
ofl 5 21 K 0O, o
3 2 2l S _ Mécanisme de
< Sl & 10 Destruction def type II
| Ov £ 2 la tumeur
g Substrat 5
orphyrine L P
état fondamental | 1 radicalaires type |
o

wAaAY .
<;>@Q-> Source lumineuse

Figure 1-33 :Mécanisme photochimique de la PBT

- Le mécanisme de typamplique un transfert d’électron du photosensibiiésir vers des
substrats biologiques pour former des radicauedibr

- Le mécanisme de typk implique quant a lui le transfert de I'énergiesvier dioxygene
moléculaire, qui passe alors de son état fondarn@steat triplet :°0,) & I'état singulet

(*O,) qui est une forme excitée extrémement réactive.

804, Jori, J. D. Spike$”hotobiochemistry of porphyrins. Topics in phagdinine.K.C. Smith Ed., Plenum Press, New Yd1$84
8R. BonnettNew Scientist55,1989
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L'efficacité de la PDT est principalement attribugela formation d’oxygene singulet. La
cytotoxicité de I'oxygéne singulet est due a sotré&we électrophilie : il s’additionne sur les
liaisonsn de toutes les biomolécules I'environnant (phosipii#s membranaires, acides aminés,
bases nucléiquéd. Cette extréme réactivité explique la trés codieée de vie de I'oxygéne
singulet (de l'ordre de la nanoseconde) et sontamyon d’action qui se limite & son site de
formation®® La mort cellulaire survient & la suite de Iésionsléaires (ADN et protéines) ou de

Iésions membranaires infligé a certains organigg&ssoliques (mitochondries et lysosomes).

3- Les photosensibilisateurs utilisés en PDT

Les molécules utilisées en PDT des cancers somn@stement des photosensibilisateurs
tétrapyrroliques. Initialement, l'arsenal thérapgue s’est constitué autour de porphyrines
d’origine animale. Leur utilisation a permis de miedéfinir les propriétés que doit réunir un
agent thérapeutique adapté, ce qui a donné liéintéodluction d’'une seconde génération de
photosensibilisateurs. Efficaces, ces moléculesydéhése sont actuellement en usage clinique :
les recherches s’orientent maintenant sur leur auargon avec des groupement de vectorisation,

afin d’obtenir des photosensibilisateurs sélectifs.
A- Les photosensibilisateurs de premiere génération

Les photosensibilisateurs de premiere génératiguaré 1-34) regroupent I'hnémato-porphyrine
(Hp) (a) qui s’obtient a partir du sang soumis & denditions acides, et ses dérivés que sont
I'« hématoporphyrine dérivée » (HpD), et le Phatdt(b).

L’'HpD est obtenu par acétylation de I'hématoporptey{produit du traitement a I'acide acétique
en présence d'acide sulfurique) suivi d’'une sapaatibn. Il s’agit d’'un mélange complexe :
lanalyse par HPLC révele la présence de plusiemn®nomeéres parmi lesquels

I'hnématoporphyrine (20%), I'hnydroxy-éthyl-vinyl-déro-porphyrine (20-30%) ou encore la

8%E. D. Sternberg, D. Dolphin, C. BriickneFetrahedron1998 54, 4151-4202.
83 3. Moan Photochem. Photobiol199Q 6, 343-347.
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protoporphyrine (3-5%) mais aussi de nombreux otiges (de 2 a plus de 10 unités) formés de

ponts éthers, esters ou carbone-carbone

HOOC

HOOC
HOOC
HOOC
O COCH
OH
OH
oH COOH
HO

b

v

Figure 1-34 :Photosensibilisateurs de premiere génération :
a- Structure de I'hématoporphyring- Ether de dihématoporphyrine, une des structurtges du Photofrifi

En 1984, par purification partielle du HpD, Doughest coll. ont obtenu un mélange enrichi en
oligoméres porphyriniques, appelé PhotdtfifiPar la suite, ils ont montré que seuls les diméres
et trimeres d’hématoporphyrine qui sont formésdes ponts éthers constituent la fraction active
du Photofriff. Ces premiers agents sont incontestablement mixiqoes. Cependant, il s'agit de
mélanges complexes mal définis, ce qui pose certaimblemes :
- la préparation d’'un échantillon n’est pas repuiile et il est donc difficile d’obtenir
les mémes propriétés photodynamiques d’un lot naéaknteux a l'autre.
- leur durée de vie dans l'organisme est importddee3 a 5 semaines) entrainant une
photosensibilisation du patient qui doit étre mamt en chambre noire pendant encore
quatre & huit semaines aprés I'acte thérapeutfjue.
- Leur faible sélectivité pour les cellules maligneecessite une application lumineuse
extrémement précise, faute de quoi, les tissusssaiisinants sont sérieusement
endommages.
- leur indication reste limitée aux traitementstdmeurs épithéliales superficielles (dans
les cancers des bronches et de I'cesophage) calndésns les plus efficaces pour exciter

ces sensibilisateura£420nm) sont peu pénétrants.

8411, Dougherty; W. R. Potter, K. R. Weishaurpgress in Clinical and Biological Researd984 170, 301-314.
85M. M. Ressler, R. K. PandeyCHEMTECH 199§ 28, 39-45.
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A partir de ces observations et dans le but déepale tels inconvénients, les caractéristiques du
photosensibilisateur idéal ont été définies. Celuleit :
- étre de structure chimique parfaitement définte de synthese reproductible,
transposable a une grande échelle avec un colitddgible possible,
- étre non cytotoxique a I'obscurité,
- se concentrer préférentiellement dans les celltlenorales et étre éliminé le plus
rapidement possible des tissus sains pour ne paseaged’effets secondaires,
- avoir une forte réactivité photochimique a I'étaplet pour produire efficacement de
I'oxygéne singuletO,. De plus, il ne doit pas s'agréger dans le miteliulaire (ce qui
entraine une forte diminution du rendement de faionale'Oy,),
- posséder une forte absorption de la lumiére rofdge 650 nm) afin que I'effet
thérapeutique soit le plus profond possible,
- étre stable vis-a-vis des enzymes circulantesdeetla lumiére d’irradiation afin
d’atteindre les cellules tumorales intact et depag étre dégradé trop rapidement pendant

I'illumination.

B- Les photosensibilisateurs de seconde génération

La mise au point de photosensibilisateurs dits d®ceonde génération » est donc apparue
indispensable. Nouvellement introduits en théraypig-cancéreuse, ces agents sont plus efficaces
et moins contraignants que leurs prédécesseurstféinces molécules absorbent fortement dans
le rouge et s'éliminent plus rapidement de l'orgam que le Photofffh Cette seconde
génération de photosensibilisateurs comprend plisiéamilles de molécules telles que les
porphyrines (o-THPP), les chlorines (FosBanles purpurines (Purlytff), les texaphyrines

(Xeytrin®, Lutrin®) ou encore les précurseurs de porphyrines endedBn&LA).
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La tétra-nétahydroxyphényl)chlorinert- THPC), disponible en France depuis 2002 sousie no
de Foscafh (figure 1-35) est la molécule la plus active, disis de la PDT, d'une série

d’analoguesnésotétrahydroxyphénylchlorines et porphyrines.

QO

Figure 1-35 :Photosensibilisateurs de seconde génération :
(a) o-THPP, (b) le Fosc&m-THPC).

En comparaison avec son analogue porphyriniqudgajpscafi (b) absorbe plus fortement la
lumiére rouge et possede une durée de vie atigiket sensiblement plus longue, ce qui permet
la production d'un plus grand nombre d'espécestivéacoxygénées. Méme a de faibles
concentrations, cette chlorine présente une répphnsmdynamique satisfaisanig;x = 652nm
(e = 29600L.motf.cm*).®® Cependant, le Foscaneste un photosensibilisateur peu sélectif vis-a-
vis des cellules cancéreuses : I'éclairage deble cioit étre réalisé avec la plus grande précision
afin d’épargner les tissus sains avoisinants, aud® quoi ce composé s’est avéré étre un bon
candidat pour le traitement des cancers de lagimst du pancré4§®
Des dérivés de lahlorophylle sont également étudiés pour leur application e, Ridtamment
la L-aspartylchlorine e6 (figure 1-36) qui possétiatéressantes propriétés pharmacocinétiques,
absorbe la lumiére rougé.fzx = 660nm) et s’avére relativement sélective. Erteffes travaux
effectués sur des souris mettent en évidence weefcence tumorale cing fois supérieure a
celle des autres tissus, 72 heures aprés linjeftidroposé dans le traitement de tumeurs

cutanées, ce composé est en phase | et Il d’éprdadiniques?”

R, Bonnett, B. D. Djelal, A. Nguyed, Porphyrins Phthalocyaning8001, 5, 652-661.

1R Nathan, D. E. Whitelaw, S. C. Chang, W. Re4,éP. M. Ripley, H. Payne, M. C. Parkinson, M. Endn, A. R. Gilliams, A. R. Mundy,
S. G. BownJ. Urology, 2002 168, 1427-1432.

83 G. Bown, A. Z. Rogowska, D. E. Whitelaw, W. Rels, L. B. Lovat, P. Ripley, L. Jones, P. WyldGAlliams, A. W. R. HatfieldGut,
2002 50, 549-557.

8. A Kostenich, I. N. Zhuravkin, E. A. ZhavriBhotochem. Photobigll994 22, 211-217.

07 3, DoughertyPhotochem. Photobigl1993 58, 895-900.
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Benzoporphyrine dérivé L-Aspartylchlorine e6
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V4 X X
Ethylétiopurpurine d'étain Phthalocyanine d'aluminium
(SnEt,; Amax = 650nm) (X=-H, -SO,Na; Amax = 675nm)

Figure 1-36 :Une sélection de photosensibilisateurs de secgédération.

Lesbenzoporphyrine®u encore lephthalocyanines macrocycles tétrapyrroliques étendus, sont
également d'excellents candidats pour la photgpie@dynamique (figure 1-36). Ces molécules
présentent une absorption importante aux grandeguéurs d'ondes et sont généralement plus
stables que les chlorines.

Les purpurinessont des molécules de la famille des chlorindes @ossedent un cycle fusionné
au squelette porphyrinique de base et absorbehtntéere rouge. Par rapport aux chlorines

synthétiques, I'exocycle est a [lorigine dune ditd in vivo satisfaisante. Ainsi,

I'éthylétiopurpurine d'étain (figure 1-36) est corengialisé sous le nom de Purlytil est étudié
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pour les cancers de la prostate, et il est ufiadr traiter la dégénérescence maculaire lieege I'a
(DMLA). %

Contrairement aux porphyrinégs texaphyrinesont des composés tripyrroliques et possedent
cing azotes internes. Ces molécules peuvent étmpleaées avec une large série de métaux, et
notamment avec les lanthanides. Plusieurs molécules ce type sont actuellement
commercialisées (figure 1-37). L'Xcytffh dérivé du Gadolinium (Ill) est utilisé contre des
tumeurs métastasiques du cerveau ; le Ltritérivé du Lutetium (lIl) est préconisé dans les

cancers récurrents du sein.

Ln = Gd(llly ou Lu(llly

Figure 1-37 :Structure du Xcytrifiet du Lutrir.

Ces métallotexaphyrines présentent une forte bdiadbsorption entre 730 et 770 nm, permettant
une bonne pénétration lumineuse a travers lessti€3@ plus, I'état triplet relativement long de
ces composés améne une production efficace d'oeygamgulef? L'irradiation peut étre

effectuée trois heures apres l'injection et leum#lation rapide assure une photosensibilité

réduite du patient.

Une autre approche utilisée en PDT exploite la @ioaicité de porphyrines endogénes. La

biosynthese de I'heme, groupement prosthétiquéhdmbglobine, est schématisé figure 1-38.

g h. Selman, D. Albrecht, R. W. Keck, P. BrenranKond,J. Urology, 2001, 165, 1795-1801.
92 3. L. Sessler, R. A. MilleBiochem. Pharm200q 59, 733-739.
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Figure 1-38 :Biosynthése de la protoporphyrine IX & partir'deitie 5-amino-lévulinique.

L’acide 5-aminolévulinique (ALA) est le précursale la protoporphyrine 1X (Pp-1X) qui est le
photosensibilisateur impliqué au cours de ce tate par PDT. Dans la cellule, la biosynthese

de I'néme est finement contrélée : lorsque la cotreion en heme est suffisante (de I'ordre de

10-8é1 1(57 M en conditions physiologiques), elle exerce unoggintréle négatif par inhibition de
'ALA-synthétase. L’administration d’ALA exogéne gd-circuite ce systéeme régulateur :
rapidement, les fortes concentrations intracelletaid’ALA sont diminuées par conversion en
Pp-IX. La ferrochélatase, en revanche, ne peutgsasirer aussi rapidement la synthése de
’heme, ce qui conduit irrémeédiablement a I'accuamtion délétere de Pp-IX dans la cellule.
L’acide 5-aminolévulinique (ALA), commercialisé soU’appellation Lévula® (AMM en
France en 2000) est principalement utilisé en deogie, en application locale suivie d’'une
irradiation avec une lumiere de longueur d’'oixde 635 nm, en traitement des maladies de peau

telles que le psoriasis ou des kératoses actinigggisns cancéreuse de la pe&u).

SRR Allison, G. H. Downie, R. Cuenca, X.-H. Hu,XZ H. Childs, C. H. SibatePhotodiagn. Photodyn. TheR004 1, 27-42
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L’introduction des photosensibilisateurs de secogéeération marque d’'importantes avancées
thérapeutiques, mais ces agents manquent encosgldetivité : ils ne seront parfaitement
efficaces et bien tolérés que s’ils possédent paat de se concentrer spécifiguement en zones
utiles. Dans le but d’augmenter l'affinité et laésficité des agents photosensibilisateurs vis-a-
vis des sites tumoraux, le greffage sur le maciecgle substituants d’adressage se révéle étre
une excellente approche. Les composés ainsi dg&dopeprésentent la derniere génération de
photosensibilisateurs.

C- Les photosensibilisateurs de troisieme génératio

La derniére génération de photosensibilisateuraasellement en cours de développement. Ce
sont desnésoporphyrines substituées par des motifs de vectmisat d'adressage, qui dérivent
de ligands naturels spécifiquement reconnus parcédisles cancéreuses. Ces biomolécules
peuvent étre des stéroides, des sucres, des amaseacides aminés ou des peptides : nous en
proposons quelques exemples ci-dessous.

Le complexe estradiol-porphyritfe’®

Q ()

OH
K WO

HO
Ce noyau de type tétraphénylporphyrine relié arbekol par I'intermédiaire d’'un bras espaceur
est reconnu speécifiquement par les récepteurs astidbgéne, surexprimés par les cellules
tumorales dans certains cancers (cerveau, seiirepviais I'activité photodynamique reste

encore faible et d’autres types de photosensibélisa (de type chlorine) sont a I'étude.

%p. James, N. Swamy, N. Paz, R. Hanson, R. Bagorganic & Medical Chemistry Lette(4999, 9 (16), 2379-2384.
SN, Swamy, D. James, S.C. Mhor, R. Hanson, R. B&gagrganic & Medical Chemistr{2002, 10(10), 3237-3243.
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Le complexe 4-carboxyphénylporphyrine-acide folfjue

9 ()

OH
PPN
NTONTN
O () ®
\ __ COOH o
H NH

/\/\/\/

o’ R
Il s’agit d’'une molécule ciblant les récepteurs l@eide folique, surexprimés a la surface de
nombreuses cellules cancéreuses (cancers du cedesagonades, du poumon...) et constituant
des cibles privilégiées. Cette molécule possédefarie activité photodynamique et la forte
affinité de la molécule est étabiie vitro pour ces récepteurs, mais le mécanisme du trardgor

I'acide folique a l'intérieur des cellules n’estspalucidé.

Les photosensibilisateurs glycoconjugués

Desmeéseporphyrines glycosylées ont été congues et syisfiest au LCSN pour le ciblage des
lectines, récepteurs transmembranaires surexppiarées cellules cancéreusé<es récepteurs
reconnaissent spécifiguement un sucre ; par exelmpézepteur lectine DC-SIGN est spécifique
du mannose. On distingue les porphyrines glycosyf@ la position de substitution sur le
macrocycle et le type de liaison dans laquelleitummsidique est engagée. Par exemple, en
position mésodu macrocycle, I'unité glucidique peut étre diezoent fixée par une liaison
carbone-carbori& ou par I'intermédiaire d’'un groupe aryliqdece dernier pouvant méme étre

porteur d'un bras jouant le rdle d'un espaceur tamfttiel %

%R, Schneider, F. Schmitt, C. Frochot, Y. Fort, Mutette, F. Guillemin, J.-F. Muller, M. Barberi-Hgy, Bioorg. Med. Chem13, 2005,
2799-2808.
¢, Kaldapa, J. C. Blais, V. Carré, R. Granet, M, 8b Guilloton, M. Spirgand P. KrauszZletrahedron Lett41, 331-3352000Q
98 a) N. Ono, M. Bougauchi, K. MaruyamBetrahedron Lett 33, 16291992
b) G. Gasiraghi, M. Cornia, R. Bortolidi,Org. Chem 59, 18011994
%p, Oulmi, P. Maillard, J.-L. Guerquin-Kerd, Org. Chem 60, 15541995
100 a) O. Gaud, R. Granet, M. Kaouadji, P. Krausz, Bl@is, G. BolbachCan. J. Chem74, 481,1996
b) M. Momenteau, P. Maillard, M.-A. De Bélin®. Carrez, A. CroisyJ. Biomed. Opti¢st, 298,1999
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Exemples denéseporphyrines glycosylées phototoxiques préparéd<CaN.

L’étude de la phototoxicitén vitro montre que les macrocycles substitués par deukaisi
monosaccharides sont les plus cytotoxiques. Onrpgonoter que le remplacement d'un
monosaccharide par un disaccharide diminue, vaperime totalement I'action phototoxique.

Les mésotritolylporphyrine et protoporphyrine IX conjuguéasies motifs polyamin&d

1
(=2

Des porphyrines porteuses de motifs spermine oursgi@e ont été concues et synthétisées afin
de viser la métabolisation de ces polyamines quiaesrmalement élevé chez les cellules

malignes dont l'activité mitotique est interf§¢.Ces composés sont actuellement en cours

d’évaluation.

101y, Sol, F. Lamarche, G. Garcia, M. Enache, R. GraveGuilloton, J.C. Blais and Pierre Kraug&ioorg. Med. Chem14,2006 1364-1377.
102 R A. Casero, P.M. Wostei, Med. Chem4, 2001, 1-25.
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Les porphyrines peptidigues

Dans un premier temps, notre laboratoire a prépesénéseporphyrines glycosylées portant un
ou plusieurs acides aminés (alanine) pour cibler dgées de transport des acides aminés
essentiel$®® Dans cette approche, les sucres n'ont pas urdeleconnaissance mais servent &
augmenter la biodisponibilité de I'agent photoskitisateur.

£ OH

OH
°

YO,
HO O OH
OH
HOHO

Porphyrine triglucosylée portant un résidu alanine.

Notre laboratoire a également visé une autre d¢ildmgique, lanéangiogenése tumorale. Dans
ce but, une molécule a trois résidus glucosyletapbta séquence RGD via un bras espaceur a
été synthétiséda courte séquence RGD (arginine-glycine-asparegeun motif peptidique qui

a été greffé sur le macrocycle porphyrinique afen abler les intégrinesw sz notamment
présentes dans la matrice extracellulaire ravaisseaux en périphérie des tumeurs solidés.
L’affinité du photosensibilisateunésoporphyrinique a ainsi été augmentée, tout en coaséer
ses propriétés photosensibilisatrit®sLa séquence linéaire s'est avérée fragile (faciem
hydrolysable par les peptidases), ce qui nousemtgrivers la préparation de la méme séquence,

mais sous forme cyclique, beaucoup plus stffle.

108y, Sol, J. C. Blais, V. Carre, R. Granet, M. Guitln, M. Spiro, P. Krausd, Org. Chem.1999 64, 4431-4444.

104 Frochot, B. Distasio, R. Vandresse, J.M. BelyDodeller, F. Guillemin, M. L. Viriot, M. BarbéHeyod,Bioorg.Chem 35 @007 205-
220.

105y, chaleix, V. Sol, M. Guilloton, R. Granet, P.ausz,Eur. J. Org. Chen2003 1486-1493
108y, Chaleix, V. Sol, M. Guilloton, R. Granet, P.dUsz Tetrahedron Let#45 (2004 5295-5299
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Complexe triglucosylporphyrine-RGDcyclisé.

Cependant, le caractére ubiquitaire des intégrestsun obstacle pour obtenir une sélectivité
idéale avec le motif RGD. Actuellement, m@angiogenese est considérée comme une cible
prometteuse dans le champ de la cancérologieptantla thérapie que le diagnostique. C’est la
connaissance que nous avons des meécanismes moEuil@pliqués dans ce processus
spécifiquement actif au niveau des zones tumorglesnous a permis de choisir une cible
moléculaire caractéristique.

56



llI- LA NEO-ANGIOGENESE TUMORALE

1) Définition et enjeux de lanéo-angiogenese

L’angiogenése est le processus biologique par lagueaisseau sanguin donne naissance a
un nouveaucapillaire’?” ' Crucial lors du développement embryonnaire, cenpinéne
physiologique étroitement régulé se raréfie pasude et reste localisé, dans les tissus, au
niveau des zones en réparation, au cours du cyahstnuel ou lors des processus cicatriciels,
suite & une blessur@?*°

Relativement peu fréquente et trés localisée chaulte sain, lanéangiogenese est
invariablement observée au niveau des tumeurs arsas solides, qu’elles soient primaires

112 ont mis

ou métastasiqued! C’est dans les années 70 que les travaux de FotketLoll.
en évidence l'origine et le role pathologique dendmangiogenése : elle est induite par les
tumeurs pour former une néo-vascularisation guamgérleur développement et leur survie en

assurant I'apport d’'oxygene, de nutriments et &rdrge des produits de leurs métabolismes.

al o \

I Dégradation de la
membrane basale

|
4
3 Mﬂlgr_.!!_lon T

A= Profifération |
1+ Facleurs e - = | |

o I
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Lo A %
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o tissulaire

Figure 1-39:Schémas de la réponséangiogenique
L’'angiogenése est une réponse biologique des esllehdothéliales a un signal extra-
cellulaire (figure 1-39). La sécrétion de factedes croissance par les cellules tumorales [1],
provoque la prolifération des cellules endothéfiglé], qui s’orientent par chimiotactisme
vers la cellule cancéreuse [3] en secrétant desllo@totéinases, indispensables a la
dégradation de la matrice extra-cellulaire [2] ;ceinstituent un nouveau capillaire, trés

perméable [5].

076, Bergers and.. E. Benjamin.,Nat. Rev. CanceR, 401-4102003.

108 R Kalluri., Nat. Rev. CanceB, 422-4332003.

109 P.ReynoldsA. T. Grazul-Bilska, andD. A. Redmer]nt. J. Exp. Pathol83, 151 2003.
10 5 Li, Y.-P.Zang, andR. Kirsner,Micros. Res. Techvol. 60, 107-114Z003.

1115 Folkman,Nat. Med. 1, 27-31 995.

112 3. FolkmanNew England Journal of Medicin&971, 285, 1182-1186.
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2) Mécanismes moléculaires impliqués

A- Les récepteurs endothéliaux de laéoangiogenése

La réponse des endothéliocytes est provoquée getroin d’'un facteur de croissance sur la
partie extracellulaire de récepteurs transmembrasia activité tyrosine-kinase : 18TK
(Receptor withTyrosineKinase activity.
Cette famille de récepteurs a activité enzymatidigeire 1-40) est connue pour engendrer la
réponse cellulaire par homo-dimérisation: la reassance du ligand provoque le
rapprochement des domaines extracellulaires de déugpteurs a I'état monomeres,
entrainant la mise en relation étroite de leur domantracellulaire a activité tyrosine kinase.
Ce rapprochement spatial des domaines intracetslaiésinhibe leur activité catalytique : ils
se phosphorylent alors mutuellement, au niveau ésidus tyrosines. Cettérans
phosphorylation exacerbe leur activité phosphaopdférase, les rendant aptes a
phosphoryler des protéines cytosoliques. C’estiamnge s'amorce une cascade de
phosphorylations entre protéines intracellulairgsj permet la transduction d'un signal
extracellulaire jusqu’au noyau qui pourra, dés,lersgendrer la réponse cellulaire adéquate
(mitoses par exemple).
En conditions physiologiques, I'expression de césepteurs est réprimée, mais elle est
réversible en cas de besoin : ainsi en conditioxigues, on observe une augmentation de
leur densité sur les membranes endothéliocytalrtess du phénoméne d’angiogenése, le
principal facteur, appelé VEGWéscular Endothelial Growth Factor) est reconnu par deux
types de récepteurs

- LesFlIt-1 (Fms-like tyrosine kinase), encore appelés « VEGFR

- LeskDR (Kinase Domain Receptor), ou « VEGFR2 ».
Il a été démontré que c’est surtout I'interactioBGF/KDR qui joue un rble prépondérant

dans le contréle de la néoangiogenése tumdrale

3G H. Fong,J. RossantM. Gertsenstein, ani. L. Breitman,Nature376:66-74 1997).
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Figure 1-40:Présentation schématique de récepteurs endotydlices KDR :

I- Sous forme inactive (monomere). |- Sous forrotive.
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B- Facteur de croissance régulateur : le VEGF

Plusieurs facteurs de croissances sont impliqués da régulation de cette fonction
biologique. Plus particuliéerement, le facteur deissance de I'endothélium vasculaire,
nommeVEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) apparait comme le facteur clé de la
régulation de I'angiogenés¥: En effet, I'inhibition de I'activité du VEGF prowpie I'arrét de

la croissance tumorale vivo!*®

L'épissage alternatif est a I'origine de plusieigsformes de VEGF, le plus actif étant le
VEGF165. Il s’agit d’'un glycopeptide de 165 acides aminésmjest actif que sous la forme
de dimére. Sa structure tridimensionnelle (figudd) a été déecrite en 1997 par diffraction des

rayons X'*°

b) dimére

Figure 1-41 :Représentatiorn en ruban >de la structure secondaire du VESE.

(a) Sous forme de monomere, inactif ; (b) Homodarde VEGF qui est la forme active.

L’étude des relation$tructures - Activité a été menées par la technique de mutagenése
dirigée, aboutissant a la mise en évidence degaesiee indispensable a I'activité biologique
du VEGREY (figure 1-42).

114 a) N.FerraraK. Houck,L. Jakeman, anB. W. Leung,Endocr. Rev.13, 18-32 {992.

b)N. FerraraKidney Int.,.56, 794-8141999.
¢) A.Bikfalvi, R. Bicknell, Trends Pharmacol. Sc3, 576-582Z002.

15 3.Kim, B. Li, J.Winer, M. Armanini, N. Gillett, H. S. Phillips, andN. FerraraNature362, 841-8441993.
"oy m. Muller, Proceeding of National Academy of Sciend&s\, 94, 7192-71971997).
178, A Keyt, H. V. Nguyen L. T. BerleauC. M. Duarte,J. Parke H. Chen, andN. Ferrara,J. Biol. Chem.271, 5638-56461096).
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Figure 1.42 :Modele tridimensionnel du dimére du VEGF avecdesitions de deux principaux déterminants
pour les liaisons avec les réceptetiféoucle A - site de liaison au KDR; boucle B - siteliaison au Flt-1) et

présentation schématique des interactions du VEGE ses récepteurs.

Il s’agit du court enchainemeAtg g,-lle-Lys-Pro-Hisggau sein duquel les résidus basiques de
'Arginineg,, de la Lysingset de I'Histidings sont déterminants pour I'induction de la réponse
biologique. Cette séquence forme une structureibliex(domaine 79-93) qui se situe a
'extrémité d’'un feuilletp : elle est appelégoucle A et constitue le site de fixation du VEGF
sur les KDR. De moindre influence sur le contré& ldngiogenése, une autre séquence
active a été mise en évidence. Comportant les ugsitides Aspartajge Glutamate, et
Glutamate;, cette séquence est située a I'opposée de ladbBueu sein d’une autre structure

en boucle : c’est ce site, appélgucle B qui est reconnu par les récepteurs Flt-1.
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3- Le cyclovEGI

Afin d’inhiber la néoangiogenese tumorale, le geuge Chimie Bio-Organique de
'université de Bordeaux Il s’est appuyé sur cesod&ertes pour concevoir des inhibiteurs
compétitifs du VEGF. lls ont ainsi synthétisé urgies de peptides linéaires et cycliques
mimant la boucle A dans le but d'inhiber de man@mpétitive la fixation du VEGF sur les
récepteurs KDR.

Ces travaux ont conduits a I'obtention de pepticdiques originaux possédant une forte
affinité pour les récepteurs KDB'°Des essais biologiques ont permis de montrer gse ¢
peptides inhibent la prolifération des cellules @hdliales et inhibent I'angiogenésevivo,
sur les membranes chorio-allantoidienne des ceufgodie (CAM pour chickerChorio-
Allantoic Membrane)'*°

L’'un de ces peptides, keyclovEGI (pour Vascular Endothelial Growth Inhibitor), possede
un pouvoir inhibiteur remarquable : sa séquencé&réstproche de celle de la boucle naturelle
(figure 1-43), comportant bien les acides amid¢gsg,, LySss et Hisgg indispensables a la

reconnaissance des récepteurs KDR.

| |

Glu Ser
| |
Ser Met
O
| l H2N+\/ ’]\/\NH
Asn Glu 3 I
Ille G=y Glu — Gly 07 Gu —Gly
| | | | | |
Thr lle D-Phe lle D-Phe lle
His Met His Pro His Pro
I | I | | |
Gin GIn Gin Gin Glin GIn
| | [ [ [ |
Gly lle Gly lle Gly lle
Glin Met Gin Met Gln Met
[ | 1 | 1 |
His 86 82 Arg His Arg His Arg
| | | | |
Pro 84 IIIe Pro lle Pro lle
\Lys — \Lys — \Lys —
Boucle A CycloVEGI Dérivé du
du VEGF cycloVEGI

Figure 1-43 :Séquences de la boucle A du VEGF, du cycloVEGleeton dérivé, tous deux actifs.

18 Bello, V. Lucini, F. CostaM. Pluderi,C. Giussanif. Acerbi, G. CarrabbaM. PannacciP. CaronzoloS. GrossoS. ShinkarukF.
Colleoni,X. CanronG. Tomei,G. Déléris, andA. Bikfalvi, Clin. Cancer Res10, 4527-45372004).

119 A, Bikfalvi, Biochem. Pharmacolg8, 1017-10212004.

120 Zilberberg,S. Shinkaruk 0. Lequin,B. Rousseauyl. HagedornF. Costa,D. CaronzoloM. Balke,X.CanronO.Convert,G. Lain, K.
Gionnet,M. GoncalvesM. Bayle, L. Bello, G. ChassaingG. Déléris, andA. Bikfalvi, J. Biol.Chem.278, 35564-355732003.
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Ce composé actif original présente une concentratibibitrice 50 (notée lg de 1,5uM : il

diminue significativement la croissance de glionmesnains implantés dans des souris et

augmente significativement leur taux de survieuffigl-44)2°

L'injection (voieSC : 100y L, 0.45 mg/mL) est réalisée
aprés implantation de cellules cancéreuses (gliomes)
chez la souris.

0
Taux de
survie

=Contrble
cycloVEGI

Figure I-44 :Démonstrationn vivo de I'activité du cycloVEGH?®

Dans le but de fournir un vecteur d’adressage le¢ltuspécifique, a visées diagnostiques ou
thérapeutiques, un « site de greffage » a été agéésar la chaine latérale du glutamate du
cycloVEGI et des bras espaceurs de différentegemtuont été fixés afin de tester l'activité

anti-angiogénique des dérivés obtenus. Il a aitesétabli que l'affinité diwcyclovVEGI n'est

pas diminuée par de telles modificatidfs.

2w, Goncalves,K. EstieuGionnet, T. Berthelot, G. Lain, M. Bayl,Canron N. Betz,A. Bikfalvi, and G. Déléris Pharma. Res22, 7,
2005
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But du travail

Dans le champ de la cancérologie, un agent idéait sme molécule capable de se concentrer
spécifiguement et avec une haute affinité au nivksusites tumoraux. Cette molécule devrait
posseder une toxicité modulable, ce qui permettfakploiter un méme agent autant pour le

diagnostique que pour la thérapie de nombreux ty@esancers. Pour satisfaire de telles
conditions, les constructions moléculaires hybridégure 1-45) semblent constituer

d’excellents candidats.

AR

I

Figure 1-45 :Schéma de la construction moléculaire hybride aibéé.

Il s’agit de molécules réunissant de maniere caondal@ein composé vecteur et un composé
effecteur. Afin d’éviter toutes interactions, notaent de type stérique, qui pourrait avoir lieu

entre les unités vectrice et effectrice, nous awocisis un espaceur.

Choix du vecteur
Le cyclovEGI a une grande affinité pour les récepteurs KB&exprimés lors du
développement tumoral. Parce que viser les sitesanggogeniques, c’est cibler

spécifiguement les zones cancéreusesydVEGI a été choisi comme vecteur.

Choix d’un systeme espaceur
Afin d’espacer au mieux leyclovEGI de I'effecteur, nous avons choisi une chainédire,
hydrophile et flexible. Pour cela, nous avons comgusynthétisé un espaceur de type
tétraéthylene glycol, que nous avons hétéro-bitfonnalisé afin de contréler de maniere

chimiosélective ses greffages ultérieurs.
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Choix de I'effecteur
Il apparait trés avantageux de greffer des porphgrisur lecyclovEGI. En effet, ces
molécules peuvent étre assimilées a des unitéstrfis particulierement versatiles.
Susceptibles d’étre métallées, les porphyrines dest chromophores photosensibilisateurs

qui peuvent servir d'agent chélatant pour la ves#ion d’éléments a visées diagnostiques

ou thérapeutiques (figure 1-46).

Thérapie
T cytotoxique
Atoxique Faiblement
k 5 cytotoxique
1 7 4

6 m—)
2

Porphyrine libre Porphyrine métallée

Absence de lumiére [1], absence de métallationegf@}psition lumineuse [3],
meétallations avec un élément faiblement radiofd}ifun élément fortement radioactif [5],

avec un élément peu ou pas toxique [6], ou cytgtex{7].

Figure 1-46 :lllustration schématique des propriétés toxiquaaselporphyrine en fonction de
deux facteurs : la luminosité et la nature du metalaté.

Les porphyrines sont donc des agents effecteursediemarquable polyvalence. Leur
cytotoxicité est largement variable et elle dépdad combinaisons de plusieurs facteurs, ce

qui en fait des agents a toxicité modulable entfonales effets biologique souhaités.
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Molécules ciblées au cours de ce travail
Pour élaborer de telles constructions, nous aveérsldppé une méthodologique selon deux
approches, grace auxquelles les composés prédaues [-47 ont été synthétisés dans des
conditions douces. Les produits que nous avonsnabtsont issus d’un travail réalisé au

LCSN (Limoges) et dans le groupe de Chimie Bio-Qrgae (Bordeaux).

o

o
N| ~
DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg -lle-Lys —Pro—His—GIn—GIy—GIn—His—IIe—GIy-GIu_H\H 3
| I

o

Ne=p

o)
_HL [r\/o}/
N
DPhe-Pro-Gin-lle-Met-Arg -lle-Lys -Pro-His -GIn-Gly-GIn-His-lle-Gly-Glu H s 17
| ]

Figure 1-47 :Structure des molécules ciblées et obtenues as deuwce travail.

La structure moléculaire du composé est formée de trois blocs, liés entre eux par deux
liaisons amides. En revanche, la construction dealoguel?7 s’appuie sur I'établissement

d’un triazole pour lier I'espaceur a la porphyrine.

Autres constructions moléculaires envisagees
Afin d’associer photosensibilisateur(s) et vectdimclusion de porphyrine(s) au sein de la
séquence peptidique dayclovEGI a été envisagée (figure 1-48). Toutefois, dava
I'inexistence des synthons porphyriniques requigarpde telles constructions, nous avons
orienté la seconde partie des travaux au développenécessaire de porphyrines aminées

acides.
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Porphyrine(s)

/ incluse(s) dans la \

séquence d'un
peptide \
<4— Séquence —p
peptidique

Séquence de fixation sur le
récepteurs KDR

Figure 1-48 :Autres constructions moléculaires envisagées :

effecteur(s) directement inclus(s) dans la séqudhsevecteur peptidique.

Par la mise au point d’'une méthodologie de dé-sysadibn en phase solide, le comp@ge
et ces homologuef6a et 26b (présentés figure 1-49) sont obtenus a partir de |

protoporphyrine IX, molécule naturelle et abondante

OH

26a (n=2)
22 26b (n=3)

Figure 1-49 :Structures de composés finaux synthétisés au deucs travail

Bi fonctionnelles, ces molécules sont des unitéplpginiques utilisables pour la synthése de
nouvelles constructions moléculaires hybrides :soat des synthons photosensibilisateurs
versatiles, directement utilisables pour la syrgheeptidique en phase solide, selon la

« chimie Fmoc », qui est la procédure la plus largiet employée.

67



68



- CHAPITRE II -

Synthése de méso-
tritolylporphyrines présentant le
peptide cycloVEGI
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- OBJET DU TRAVAIL ET STRATEGIES DE
SYNTHESE

1) Rappel de I'objet du travalil

Dans le but d’élaborer des photosensibilisateurppoiniques présentant une grande affinité
et une forte spécificité vis-a-vis des zones tumestanous avons dans un premier temps
synthétisé le 5-[4-(amido-3,6,9-trioxaundéca-11duowyclovEGI)-phényl]-10,15,20-tritolyl
-porphyrinel6 ainsi que son analogue triazdléprésentés figure II-1.

La synthése du compodéd a été réalisée selon une méthodologie prépardiasée sur
I'emploi d’agents de couplages développés pouyrithgse de peptides en conditions douces.

DF-P-Q-I-M-R-I-K-P-H-Q-G-Q-H-I-G-E

HN

DF—P-Q-I-M-R-I-K—P—H—Q—G-Q-H—I-G-E—/_‘O

Figure lI-1 : Structure des composeés ciblés obtenus.

Dans le but de simplifier les procédures tout eluigant les temps de couplages, nous avons
egalement développé une méthodologie alternative lpgpréparation de telles molécules, en
nous intéressant au concept d€lick-Chemistry». Adaptée avec succes pour une étape de
couplage, cette approche a permis de synthétisem@osél7 présenté figure 11-1.
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2) Méthodes générales de syntheses

A- Analyse rétrosynthétigue du composé 16

La molécule ciblée est umaése4d-carboxy-phényl-tritolylporphyrine greffée sur #ésidu
glutamate dwycloVEGI par le relais d’'une chaine tétraéthylene dlydont chaque extrémité
est engagée dans une liaison amide. Notre anadysesynthétique, présentée figure II-2, a

permis d’envisager deux approches synthétiquedlasies en terme de convergence.

La voie de synthese |
Cette premiéere approche est définie paldaonnection Aqui fait apparaitre deux synthons
clefs. Le premier est lamésod-carboxyphényl-tritolylporphyrine8, que I'on obtient
notamment selon la méthode des «aldéhydes mixtgsas condensation du 4-
carboxybenzaldéhyde avec le 4-tolualdéhyde et teojgy Le second synthon majeur est le
peptide cycliquedb, qui correspond awycloVEGI sous forme protégée dont le résidu
glutamate est couplé avec une chaine tétraéthyglgoel.
La déconnection Bpermet de désigner comme précurseur le peptidajageta (cyclovVEGI
sous forme protégée) et de préciser que la steuadur dernier synthon est une chaine
tétraéthylene glycol aux extrémités azotées. Afaviter la formation d’homodimeéres lors de
son couplage avec les partenaires macromolécylairesst nécessaire d’engager un
précurseur non symétrique, c'est-a-dire un composé la réactivité des extrémités azotées
ne sont pas équivalentes, ce qui nous a conduitvisager la préparation d’'une chaine

tétraéthylene glycol amino-azidée

La voie de synthese Il
Cette seconde approche correspond a la secondmn apiicces a la molécule ciblée par
synthese convergente. ld&éconnection A’place directement le peptide cycligda comme
précurseur et laisse apparaitre la porphyrine aaiiéssue de la réduction du composé azidé
12.
La secondedéconnection B’ permet de visualiser les précurseurs nécessairs®na
élaboration : il s’agit de laméso4-carboxyphényl-tritolylporphyrine8 et de la chaine

tétraéthylene glycol amino-azidée
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DF-P-Q-I-M-R-I-K-P-H-Q-G-Q-H-I-G-E o
L |

DF-P-Q(Trt)--M-R(Pbf)-I-K (Boc)-P-H(Trt)-Q(Trt)-G-Q(Trt)-H(Trt)-1-G-E
L |

o

4b

OH

(0]
DF—P-Q(Trt)—I—M-R(Pbf)-l-K(Boc)-P—H(Trt)-Q(Trt)-G—Q(Trt)-H(Trt)-I-G—E—/_(o + HzN{\/ q“/\Na
L | 3

4a 7 U
N;‘\/ ° q/\ N
) s

o
HO OH
3

Figure II-2 :Analyse rétrosynthétique pour le compagée
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B- Analyse rétrosynthétigue du composé 17

La molécule hybridel7 est construite autour de I'hétéro-bi-fonctionretien de I'espaceur
amino-azidé7. L'analyse rétrosynthétique (figure 11-3) permet dégager deux voies de

syntheses distinctes.

La voie de synthese |
Cette premiére approche est définie paitdaonnection Aqui laisse apparaitre le précurseur
peptidiqueda, a coté d’'un synthon porphyriniqu®, issu de la démétallation du précurseur
14. Ladéconnection Bréalisée sur I'hétérocycle 1,2,3-triazole, cohdui précurseur amino-
azidé7 ainsi qu'a lamésaetritolylporphyrine porteuse d’'un alcyne termiril, obtenue par
métallation avec le zinc de la base liti@ La mésatritolylporphyrine10 est le produit d’une
propargylation réalisée sur la 4-hydroxy-phénybtyiiporphyrine 9, qui est formée par
condensation du 4-hydroxy-benzaldéhyde avec leluglatéhyde et le pyrrole, selon la
« méthode des aldéhydes mixtes ».

La voie de synthese Il
Selon cette seconde approche, la molécule-tibkst obtenue apres démétallatiorldeZn.
Réalisée sur I'hnétérocycle 1,2,3-triazole de ceynseur direct, laléconnection A’présente
les synthons porphyriniquEl et peptidiquetc. Ce dernier étant obtenu aprés déprotection et
purification par RP-HPLC du peptide cycliqdé. Enfin, la déconnection B’désigne le

peptideda et 'espaceu? comme ses précurseurs.
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DF-P-Q-I-M-R-I-K-P-H-Q-G-Q-H-I-G-E o
L |

4c

l

4b

UB'

7 + 4a

Figure 11-3 : Schéma rétrosynthétique pour la formation du caséfa.
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lI- ELABORATION DES PRECURSEURS

1) Synthese en phase solide du peptide vecteur.

Apres avoir expose le principe de la synthese gigpie en phase solide, nous allons détailler
la stratégie d’approche et I'élaboration du peptigelique 4a, puis la caractérisation du
cyclovEGI.

A- Principe de la synthése peptidique en phase sidi

La formation d’une liaison peptidique (liaison aelighar condensation de deux acides aminés
est la réaction-clef de la synthése de peptidedegprotéines. Les différents groupements
fonctionnels présents doivent étre, selon leur, ptetégés ou activés spécifiquement, pour
assurer la régiosélectivité de cette réaction gtéeimer les réactions secondaires indésirables.
Les premiéres syntheses de peptides en phasedigauidmontré rapidement les limites de
cette méthode au fur et a mesure que les séqugnaedissaient. En effet les nombreuses
étapes répétitives (activation, déprotection, cage) lavage, isolation, caractérisation des
intermédiaires) ajoutées aux difficultés rencorgrngeur solubiliser les intermédiaires de haut
poids moléculaire rendent la synthése de longugses&es en phase liquide tres difficile a
accomplir. Cependant les premiers polypeptidesrealstypréparés en laboratoire (ocytocine,
vasopressine) ont été synthétisés a l'aide de wgitkode.

En 1963, R.B. Merrifield a posé les bases stratéggiget techniques d’'une méthode
révolutionnaire, développée pour la synthése desides : la synthése peptidiqgue en phase
solide (SPPS)?? Par rapport & la synthése en phase liquide, |&83P&sente des avantages
considérables : de simples lavages remplacentdpe® de purification par chromatographie
indispensables en phase liquide (figure II-4). lpmession de ces étapes fastidieuses,
colteuses en solvants et en produit est une avaat@ee qui permet des gains de temps et
d’efficacité considérables. En outre, on peut augerele rendement d’'une réaction en

engageant un tres large exces de réactifs.

122 £ B. Merrifield, J. Am. Chem. Sa@85 (14), 2149-2154,963
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Ancrage dL_Jd
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de la fonction HN=CH=C
a-carboxylique
Déprotection
de la fonction
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Répétition des étapes
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Déprotection finale et
clivage du peptide de
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WV = protection de la chaine latérale
<> = protection de la fonction

»> = activation de la fonction

a-carboxylique
a-amine o = support polymere

Figure 11-4 :Représentation schématique de la synthése pamigiq phase solide. Les étapes de déprotection et

de couplage sont répétées pour chaque acide armnérporer.

1



La synthese s’effectue de facon itérative a pddipremier acide aminé, ancre sur le support
solide par sa fonction carboxylique (étape 1). Ortilisa le groupement
t-butoxycarbonyl Boc (acido-labile) ou le groupem@ntiuorénylméthylméthoxycarbonyle
Fmoc (baso-labile) pour la protection temporairelaldonctiona-aminé. La libération de
cette fonction constitue I'étape suivante de latlsgyse (étape 2). Le deuxiéme acide aminé,
dont la fonctiona-carboxylique a été préalablement activée, est|éoapec le groupe&-
amino libre de I'acide aminé immobilisé sur la nes(étape 3). Les étapes 2 et 3 sont répétées
pour chaque résidu a incorporer, jusqu'a l'obtentdu peptide final qui peut alors étre
décroché. Les groupements protecteurs des chaitéralés sont souvent choisis pour que
leur clivage se fasse lors de la libération duipepte la résine.

Suivant la stratégie choisie (Boc ou Fmoc), lep&tade déprotection et de clivage ne se
réalisent pas avec les mémes réactifs. Le grouptepmetecteur Boc est enlevé a l'aide de
I'acide trifluoroacétique (TFA): ces acidolysegpd&tes peuvent provoquer des réactions
secondaires et le clivage des liaisons peptidigDesplus, la libération du peptide de son
support est réalisé par traitement a I'acide flydrigue anhydre : dangereux a manipuler, cet
acide nécessite un équipement de laboratoire gpéeifA I'inverse, selon la stratégie Fmoc,
la libération de la fonction amine terminale seodér dans un milieu basique doux
(traitement a la pipéridine), tandis que le TFA etlisé uniguement pour le clivage et la
déprotection finale. Cette stratégie est plus agibles plus facile a mettre en ceuvre et donne
de bons résultats en terme de rendement et deeglegstproduits finaux.

Le laboratoire du groupe de chimie bio-organiqueBdedeaux dispose d’'un synthétiseur
automatique de peptides et posséde une solideierpérde la chimie peptidique selon la
stratégie Fmoc. C’est donc par cette approche qus avons construit la séquence du peptide

vecteur.
B- Synthése et cyclisation sur résine du peptide 4a

Dans le premier chapitre nous avons défini lesrad@tents structuraux responsables de la
reconnaissance et de l'accrochage du VEGF sur deptéur KDR. Un peptide linéaire

représente une répartition conformationnelle dagedlle la structure de la protéine d’origine
est exprimée, jusqu'a un certain point. La cydlisatie la chaine principale permet d’obtenir
une imitation structurale plus satisfaisante pgpoat a I'analogue linéaire. Grace a cette

diminution de la flexibilit¢é conformationnelle, leyclisation conduit & une augmentation
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significative de la sélectivité et de I'activitéolgique tout en diminuant la fragilité du

peptidein vivo.

Les résidus responsables de l'interaction entiEEF et le récepteur KDR constituent un
motif 3 formé par deux brins antiparalleles. La cycligatipeptidiqgue classique par

I'établissement d’'une liaison amide entre les ewités aminée et carboxylée (téte-queue)
permet la formation de liaisons hydrogénes entr@aices acides aminés (Gly, PioPhe) qui

contribuent sensiblement a la rigidité steréochuidu cycle en forme de feuillgt

La construction du cycle de type « téte-queue sgctBment sur la résine, est assurée par
fixation de la fonctions carboxylique de la chalaigrale chaine du glutamate. La réussite de
ce mode de cyclisation est basée sur la combinaigbogonale de différents groupements
protecteurs :

- Les groupements temporaires (Fmoc) pour la pratectes amines Nprotection.

- Le groupement semi-permanent (Allyle) pour I'exti&ncarboxyle de la chaine, qui

s’élimine dans les conditions sélectives.
- Les groupements permanents (Trt, Boc, Pbf) poprdéection des fonctions latérales,

qui resteront en place apres le clivage du support.

Nous allons présenter les différentes étapes diésm ducycloVEGI sous forme protégé

(composéla).

i- Fixation du premier acide aminé sur le support @
synthese
Choix de la résine

Actuellement, de tres nombreux supports sont comiaex. En stratégie de synthése Fmaoc,
les résines utilisées sont des supports acidoekbile choix du support est capital : il doit
étre réalisé en fonction des groupements protect@mis en jeu durant la synthese et surtout
en fonction du produit final souhaité. Nous avohseisi une résine 2-chloro-chlorotrityle car
I'ester qui constitue le lien covalent est hautehiabile en milieu acide, méme dilué, ce qui
permettra de cliver le peptide sans altérer leteptimns de ses chaines latérales. En revanche,
cet ester acido-labile supporte trés bien les emadints par des bases, réalisés afin de
déprotéger les fonctions amines, introduites sausné de carbamate de 9- méthylene
fluorényle (NHFmoc). Sensible aux bases mais pasaaides, le groupement Fmoc est dit

orthogonal a l'ester de 2-chloro-trityle. Afin dargntir un taux de greffage suffisant, il est
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indispensable que la résine soit porteuse d’unatgaamportante de groupements réactifs et
gue ceux-ci soient accessibles. La résine 2-chiblorotrityle que nous avons utilisé est
assez fortement fonctionnalisée (1,4mmoles de ifmmet2-chloro-chlorotrityle par gramme
de résine) avec un faible taux de réticulation (A&DVB) ce qui assure son gonflement
satisfaisant dans des solvants comme le DCM oiM& N
Choix du premier acide aminé

La cyclisation du peptide a été réalisée sur resaln la méthode dite « téte-a-queue », ce
qui implique l'utilisation d’'un acide aminé trifotionnel tel le glutamate. Il est indispensable
gue sa fonctiorm-COOH soit protégée de maniére semi-permanentsf peurquoi nous
utilisons l'acide aminé Fmoc-Glu-OAll. En effetester allylique s’avere étre un excellent
groupe protecteur : orthogonale au groupement Fewtclivage spécifique se fait en milieu
neutre, en présence tiErakistriphénylphosphine palladium [Pd(P#4h et ne provoque pas
le clivage du peptide de la résine.

Fixation sur le support et détermination du tawde greffage
Dans le DCM, en présence de DIEA, la résine 2-chttrorotrityle forme une liaison ester
avec la fonctioyCOOH de Fmoc-Glu-OAll : cette réaction a lieu a pgnature ambiante et

ne nécessite aucun agent couplant (figure II-5).

DIEA (DCM) O
QL. 04
Jg J
;(,3 O

Q

O
Cl

N

H o]

o
=
Le taux de fixation du premier acide aminé estaatéterminé, selon une méthode standard

Figure 11-5 :Fixation du premier acide aminé.

de dosage spectrophotométrique, introduite par r&the et Sheppartf>En effet, la
déprotection du groupement Fmoc d’'un échantillomé&dinel par la pipéridine conduit a la

formation du dibenzofulvene (figure 11-6).

121 c. Blundell, G.G. Dodson, E. Dodson, D.C. Hodghih Vijayan,Recent. Prog. Horm. Res(1977), 27, 1.
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Figure 11-6 Mécanisme de déblocage du Fmoc par la pipéridine.

Ce dernier forme alors avec la pipéridine un addcliromophoreF) qui est dosé par
guantification UV (301nm). Dans notre cas, le tade greffage obtenu est de

0,63mmole/gramme de résine.

ii- Synthese en phase solide du peptide sous forme hiré
La synthese de la chaine peptidique est réalid&eda d’'un synthétiseur et les différentes
étapes réalisées par 'automate sont présentéa® fig7. Aprés lavage de la résidgune
solutiona 20% de pipéridine dans le DM libere la fonction amine sur la résine. L'ageid
aminé a coupler est activé par solubilisation dadMP en présence des agents de couplage
(HBTU, HOBt et DIEA) puis il est introduit dans téacteur (ii). Pour assurer un rendement
maximal de couplage, les acides aminés activésistrotuits en exces (4 équivalents). Le
mélange est alors agité a température ambiantg J@sinthétiseur amorce un nouveau cycle.
Les acides aminés trifonctionnels que nous avoosrjpioré lors de I'élongation peptidique
possedent des protections semi permanentes s (haines latérales. En effet, les
groupements Boct-putyloxycarbonyle), Pbf (2,2,4,6,7-penta-méthylditgbenzofurane-5-
sulfonyle) et Trt (trityle) sont prévus pour résistau traitements basiques utilisés lors de
I'élongation et en milieu acide dilué qui sera efte® en vue de décrocher le peptide de son

support. Leur clivage, qui nécessite des conditicgsacides, sera fait ultérieurement.
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FmocNH cl
o’ ~o
=/ 1

l i: Pipéridine (20% dans DMF)

DIEA, HBTU/HOBLt

) | | |

o
FmocNH DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly \(O °
N cl
H
o’ o
=/

2

\ ii: Acide aminé suivant (FmocGlyOH)

Figure 11-7 :Synthése du peptide linéaire réalisée par le syisgur automatique.

Lorsque I'ensemble du processus itératif est acheméisole la résin@ sur laquelle est
greffée la chaine peptidique linéaire porteuseptetections semi-permanentes.

iii- Cyclisation du peptide sur résine
La construction du cycle de type « téte-queue émisée selon la stratégie Fmoc/allyle en
phase solide, présentée figure IIL&. clivage de I'ester allylique est réalisé selanréthode
de Kate$®* basée sur lutilisation duwcomplexe tétrakistriphénylphosphine-Palladium
[Pd(PPRh)4] dans le chloroforme en présence de N-méthylmdipdoneutralisée avec de
l'acide acétigue. Conduite en milieu neutre, cetaction de de-allylation permet la

déprotection sélective du groupeme@OOHdu peptide linéaire supporté.

1245 A KatesPeptides, Chemistry, Structure, Biology, Prb8th American Peptide Symposium, ESCOM Leid&194
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FmocNH DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle- Gly\({’\ %O_%
FmocNH DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle- Gly\({,\ %O@

2

i- Pd(PPh,), (milieu neutre)
ii: Pipéridine (20% dans DMF)

H,N= DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle- Gly\f{”\ %O_@

PyBOP, HOBt, DIEA

o
|
o
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu cl

3

Figure 11-8 :Cyclisation du peptide sur résine.

La fonction amine du résidu terminal D-phénylal@ngkt ensuite libérée par traitement avec
une solution a 20% de pipéridine dans le DEFfin, la formation du peptide cyclique se fait
par couplage intramoléculaien utilisant le systéme couplant PyBOP/HOB. cyclisation
est réalisée en vérifiant 'achevement de la réaqpar le test a la ninhydrine.

iv- Clivage du support de synthése
Le peptide cyclique protégé est décroché de soposuple synthese en milieu acide, par
réaction avec l'acide trifluoroacétique dilué a téns le dichlorométhane, ce qui permet la
libération de la fonctiopCOOH tout en conservant les groupements protectaors Pbf et
Trt (figure 11-9).
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o

o

DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu cl

3

TFA dilué (1% dans DCM)

(o}

A

DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu

4a (rendement massique 70%)

Figure 11-9 :Décrochage de la résine 2-chlorotrityle.

Un échantillon deta a été déprotégée puis purifiée par HPLC prépaatie qui nous a
permis de déterminer un rendement global pournéhgge déa de 25%, valeur satisfaisante

pour ce type de syntheses.

C- Purification et caractérisation

Lors de l'assemblage des acides aminés sur unee @udisle, un mélange hétérogene de
peptides de longueurs différentes se retrouve ssué de la synthése. Pour ce peptide
cyclique, malgré tous nos efforts et nos précastide rendement de cyclisation ne dépasse
pas 70% et le produit brut a toujours contenu ainsn6% de précurseur linéaire, ainsi que
des produits de cyclisation intermoléculaire etrdeémisation. De plus, la présence des
groupements protecteurs sur les compdsést 4b s’est avérée génante pour leur purification
et leur analyse par spectrométrie MALDI, ce quinpdsé un travail « en aveugle » a partir de
bruts.

Nous avons effectué la purification du produit @é@gé par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) en phase inverse, selon un@mnadroissant d’acétonitrile dans la phase
mobile. A la sortie de la colonne le peptide estecté par absorption UV a 214 nm.
L’efficacité de purification par HPLC préparativeete contrélée par HPLC analytique et les
fractions séparées ont été caractérisées par spextie MALDI.
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2) Synthése du bras espaceur 1l-amino-1l-azido-

trioxaundécane 7

Rappelons qu’afin d’éviter les interactions (deetympilements), notre but est de préparer un
bras espaceur linéaire, flexible et hydrophilecepsible d’établir un pontage chimique stable
avec la fonction carboxyligue d’'une molécule dgclovEGI et celle d’'une molécule
chromophore denésof4-carboxyphényl)-tritolylporphyrine.

Des travaux visant a concevoir, synthétiser etfgretles systémes espaceurs sur le
cycloVEGI ont été menés par I'équipe du Groupe de ChBieOrganique de Bordealft.

En particulier, le 1-amino-11-azido-trioxaundécag@avere étre un excellent systeme
espaceur. Son extrémité aminée permet d’établirliarsn amide avec la fonctiog€COOH

du cycloVEGI et cette modification du peptide rea#t pas son affinitén vitro pour les
récepteurs KDR. De plus, l'extrémité azide offre dennes potentialités pour des
fonctionnalisations ultérieures pouvant conduirdaaformation de liaison amide, apres
réduction, ou a la formation de triazoles 1,4-dstilbés, par réaction deckick-chemistrys.

Nous avons donc choisi d’utiliser le systeme egpateamino-11-azido-trioxaundécane.

A- Stratégie de synthese

La molécule ciblée étant définie comme le 1l-amifheazido-trioxaundécan@ nous avons
développé une approche de synthése en trois éfagsgntée figure Il 10. Dans un premier
temps, les alcools aux extrémités de la chaineéditylene glycol sont converties en
groupements azotés, ce qui est I'objet des réactilmn mésylation (A) et d’azidation (B).
C’est au cours de la derniére étape que la molasilelésymétrisée : nous avons obtenu la

molécule ciblée par une réduction partielle (C)adehaine diazidée.
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HO OH Tétraéthylene glycol.

O
l A- Mésylation

SOt~

(0]
l B- Azidation

s o
6
l C- Réduction
N N
~to~¢t .
3

Figure 11.10 :Schéma général de la synthése du composé

B- Synthése et caractérisation

i- Synthese du 1,11-dimésylate de 3,6,9-trioxaundste 5
Les alcools primaires ont été convertis en mésylpte le traitement a froid du tétraéthylene
glycol (TEG) avec du chlorure de méthanesulfonylgpeesence de triethylamine (figure II-
11). Nous avons choisi de former le mésylate castcun meilleur nucléofuge que les
halogénes et que le tosylate. La préparation dylatésa été préférée a celle du tosylate car
elle présente les avantages d’étre plus rapidecgtie derniére et, surtout, de fournir un brut
réactionnel plus simple a purifier car 'excés téomure de meésyle est éliminé a I'évaporateur

rotatif.
Et;N dans DCM

HO\/\[\O /\/]/OH MsCl, -5°C-TA _%)'O\/\[\O /\,]/O-?S:)—

3 O s O

5 (98%)
Figure 11-11: Mésylation du tétraéthylene glycol

Le composé est obtenu avec un rendement quasi-quantitat#f98es analyses, réalisées

par spectrométries RMN et infra-rouge confirmerdtlacture du produit attendu.
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ii- Synthese du 1,11-diazido-3, 6, 9-trioxaundécarée
Nous avons préparé ce composé par chauffage duatesylans un milieu protique polaire

(éthanol) en présence d’azoture de sodium en €kgase 11-12).

NaN (4éq.)
Q 0 EtOH abs./ DMAc (85°C, 6h.)
—S-0 O-S— N, N
1]
5 \/\[\O/\{; X \/\[\0/\’];
5 6  (Rdt quantitatif)

Figure 11-12: Synthese du bras diazidé.

Le diazide6 est obtenu en quelques heures avec un rendemaentitgtif. La structure du

produit attendu est confirmée par RMN et spectrométfra-rouge.

lii- Synthése du 1-amino-11-azido-3,6,9-trioxa-

undécane 7
La réduction des azides constitue une méthodeaeffiet bien connue pour préparer les
amines primaires. Parmi les méthodes de réductivisaégeables, nous avons choisi la

réduction de Stauding®r (figure 11-13) car cette réaction chimiosélectjyermet de réaliser

efficacement la conversion de I'azide, dans deslitions remarquablement douces.

ﬂﬁh 5 &+ N
T2
e Nr\lP—Ph , > N —Ph — o )—N- L
) oh R N=N"'Ph .
=N
R — P R JPhl Ho R Ph
YN -P-Ph =——s >—N=P\—Ph — )—NH, + OsPPh
- \ )
R Ph R Ph R Ph

Figure 11-13 :Mécanisme de la réduction de Staiidinger.

Un azide organique réagit avec une phosphine iterti@R avec R = alkyle ou aryle),
générant un phosphorazide. Par élimination d'un&coate de diazote, ce dernier forme un
iminophosphorane qui réagit avec I'eau pour dotiaerine primaire attendue est I'oxyde de

phosphine (trés hydrophobe). L'obtention du produitno-réduit est contrélée par I'addition

125 staudinger, J. Meyerelv. Chim. Acta2, 6356461919
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progressive d’une quantité totale de triphénylphosp (PPB) correspondant a 0,5 équivalent
de phosphine par azide. Ce contrOle statistiquecesbrcé par le contrble spatial qu’autorise
'usage d’un mélange biphasique (figure 1I-14). Basormation, I'amine se protone et migre
dans la phase aqueuse acide, préservant ainsbdeipattendu de toute nouvelle réduction
puisque PPhet OPPB, tres hydrophobes, restent dans la phase éthlenden de réaction, la
phase agueuse recueillie est basifiée et extraite fournir le composé& avec un rendement
de 67%.

PPh, (16q.) N_P/ihph
NS{\/\O%Z\/Ng —>_N Ns{\/\O%Z\/ _\Ph
2

6
H,0 | - PPh,O

N, NH,
(0]
‘[\/\ %;\/
7

Phase aqueuse acide NH,.HCI
NS‘[\/\oW 2

3
7

Figure 11-14: Réduction de Staudinger réalisée en milieu biijuas

Pour les composés 6 et 7 'analyse des spectres infra-rouge s’est avérégcpberement
utile, les groupements amine primaire (base lilatepzide étant trés caractéristiques. Le

spectre IR ci-dessous est celui du compbsé

140.C 4
13C 4
12¢
11C 4
10C 4

%T 3375.1 1597.9
9C 4
8C 4
7C 4 2107.2

60.C

3500.( 300¢ 200(¢ 150¢ 100c¢ 400.(
cmr-1

Spectre IR du compogé: on distingue les bandes caractéristiques de 'aiimaire et celle du noyau azide.

Outre la bande forte de vibration asymétrique dwpge N (2107cn), on distingue la bande

correspondant & la déformation de liaison N-H (£89% ainsi qu'une des deux bandes
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d’élongation de liaison N-H (3375¢th Le spectre de masse haute résolution confirme la
structure du composé

Ainsi, nous avons préparé le bras espaceur ami@-az partir du tétraéthylene glycol avec
un rendement global de 66%, selon un schéma dhaésgen trois étapes. Notre approche est
plus simple, rapide et efficace que la méthode dipagration initialement décrite par

121

Goncalves etcoll.™ qui obtient ce composé en cing étapes, égalemeptarfir du

tétraéthylene glycol, avec un rendement global3é.4

3) Syntheses desmesotritolylporphyrines mono-

carboxyligue 8 et mono-propargylée 11.

A- Synthése des 5para-hydroxyphényl)- et 5-para
carboxyphényl)-tritolylporphyrines selon la méthodede
Little.

Nous avons utilisé la méthode des « aldéhydes mixtiécrite par Little (page 22) car elle est
bien adaptée a la synthése deésatritolylporphyrines mono-fonctionnalisées et 9 qui

cristallisent dans le milieu en fin de réactiomy(fie 11-15).

R
Acide propanoique,
4[/ ) + 3 + -
N Reflux 90 minutes
H
CHO CHO

R = COOH, OH 8: R=COOH, rdt =4,2%
9: R =0H, rdt =5,0%

R

Q9 ()

Figure 11-15 :Synthése desésoaryltritolylporphyrines mono-substitué8st9.

Le produit attendu est obtenu par la condensatiopydrole (4 éq.), et dpara-tolualdéhyde
(3 éq.) fraichement distillés sur le 4-carboxybéhdayde (1 €g.), dans 'acide propanoique
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au reflux qui joue le role de solvant et de cawlys La porphyrine mono-carboxylée
cristallise aprés 18 heures a 4°C, en méme tempms djautres produits qui sont
essentiellement la tétratolylporphyrine et des pyripes di- et tri-carboxylées. Ce mélange
est ensuite purifié par chromatographie éclairecslonne de silice. On obtient ainsineso
(4-carboxyphényl)-tritolylporphyriné8 avec un rendement de 4,2%. En remplacant le 4-
carboxybenzaldéhyde par le 4-hydroxybenzaldéhyoles mvons obtenu laéso-4-hydroxy-
phényl)-tritolylporphyrine9 avec un rendement de 5,0%. Ces rendements, cedesstes,
restent néanmoins conformes a ceux attendus pdypeale réaction et résultent notamment
de la polymérisation concomitante du pyrrole.
Les analyses par spectrométries RMN du proton ewldMle ont confirmé les structures des
porphyrines obtenues.
En RMN du proton, on observe pour les compd@és9 les principaux groupes de signaux
attendus :

- les protons NH pyrroliques (vers -2,7ppm),

- les protons méthyliques des tolyles (vers 2,7ppm),

- les protons phényliques (vers 8,3ppm),

- et les protong-pyrroliques (vers 8,8ppm).
Les spectres UV-visible de ces deux chromophores@mformes a ceux attendus pour des
mésoporphyrines. Nous pouvons noter cependant quedetrgpdu compos@ (tableau 11-1)
se singularise par une |égere modification dambdiibution des intensités de ses bandes | et

I, donnant un spectre atypique avesupérieur &,.*?°

Tableau ll-1:caractéristiques spectrales UV- visible des paipkg8 et9 dans le chloroforme.

A max €St donné en nme.(10° en L.mol'cmi?)

Composés Soret Qv Qu Qu Qi el g
Amax(e.10%) Amax(e.10%) Amax(e.10%) Amax(e.10%) Amax(e.10%)

8 420 (689,3) | 517 (23,2)] 553 (10,6 592 (5,1 648)4, 0,92

9 416 (363,0) | 516 (13,5) 552 (7,4) 592 (4,0 648)4,2 1,05

126\, Chaleix, V. Sol, Y.-M. Huang, M. Guilloton, R.rénet, J.-C. Blais, P. Krausz, EdrOrg. Chem2003 1486-1493.
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B- Alkylation de la méso4-hydroxyphényltritolyl-
porphyrine 9

Pour fixer I'unité propargylique sur la porphyrihgdroxylée9, nous avons effectué une O-
propargylation, par la réaction classique de Whilkkan (figure 1I-16).

O
OH L
() h
O Bromure de propargyle (5 éq.)
K ,CO; anhydre (5 éq.)
DMF anhydre,
TA, 24h.
D 9 10 (97%)

Figure 11.16: Fixation d'un alcyne vrai par éthérification \délliamson.

Dans le DMF anhydre, la fonction phénol est congesh phénate par un exces de carbonate
de potassium (anhydre) et réalise une SN2 surdeinre de propargyle. Aprés 24 heures a
température ambiante, I'addition d’eau précipitgher propargyligue que nous avons isolé
par filtration. Aprés purification par chromatoghégs, nous obtenons le compdsgavec un
rendement quasi-quantitatif (97%).

La structure du compos&0 est confirmée par RMN du proton. Outre les signaux
caractéristiques observés sur le spectre dendaeporphyrine 9, on trouve les signaux
correspondants aux protons propargyliques, & sa@EH,- (4,98ppm, triplet®J=2,2Hz) et
C-H (2,68ppm, triplet>J= 2,5Hz). Le spectre de masse, obtenu par la méthaaLDlI,

montre la présence de I'ion quasi-moléculaire alien

C- Métallation par le Zinc de la porphyrine

propargylée 10

La mésoporphyrine 10 étant destinée a étre engagée dans un couplage Gliek-
Chemistry», I'utilisation de I'ion cuivre (I) en tant queatalyseur risquerait de la métaller,

entrainant la perte de ses propriétés photosasaibites. Afin d’éviter sa métallation par le
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cuivre en cours de réaction, nous avons préalalblectelaté cette porphyrine par le zinc

(figure 11-17) qui est un métal facile & décomple¥é
O

O o\g N O Q =
9 ® @, ®

11 (quantitatif)

Figure 11-17: Métallation de la porphyring0 avec le diacétate de Zinc.

Cette métallation est réalisée en traitant la pgipk base librd 0 avec un exces de diacétate
de zinc, dans le THF au reflux durant 2 heuregéaation est quantitative.
Par UV-visible on observe les bandes généralemgendues pour ce type de composé

métallé.

lll- ELABORATION DES MOLECULES CIBLES

Dans le but de construire les molécules cidlé®t 17 nous avons élaboré des stratégies de
synthese convergentes. Dans un premier tempstédearpeurs ont été preparés et nous allons

maintenant les coupler entre eux de maniéere cotalen

1) Couplage peptidiqgue du bras espaceur 7 sur le

vecteur 4a

Rappelons que deux approches ont été envisagéed'glaboration des composds et 17
(voir figures II-2 page 73 et II-3 page 75). Selarvoie |, la molécule-cibld6 est obtenue
apres couplage de la porphyrideavec le composéb. Ce peptide est également précurseur
de synthese pour le proddi¥ selon la voie Il. Nous I'avons obtenu par condéosade la
fonction carboxylique du peptidéa avec I'amine primaire du bras espaceéyfigure 11-18).
Dans la NMP anhydre, en présence de DIEA, l'ageat abuplage PyBOP (1H-

127 R A. Decréau, J. P. Collman, Y. Yang, Y.Yan, andNDevarajJ. Org. Chem2007, 72, 2794-2802
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Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidinophosphoniuhexafluorophosphate) forme un « ester
activé » & partir de I'acide carboxyliqlf®'?® Généréin situ, I'ester de benzotriazolyle est
une espece hautement réactive car le groupemenén@btriazolyle est un excellent
nucléofuge. La liaison amide se forme alors par$iN2 avec I'amine primaire présente dans

le milieuX*°

o

fl\OH + HzN\/\[O/\,]/Nz
3

DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu

4a 7

PyBOP, HOBt, DIEA
NMP, TA, 24h.

Q

ij
N
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu \/\[o/\J’ Ny

3

4b Rdt = 95%

Figure 11-18 :Synthese du compodé.

Les meilleurs résultats sont obtenus en additionnae quantité de HOBt équivalente a celle
de PyBOP>*'%2Comme on peut le voir sur le schéma réactionnaliltétigure 11-19, la
présence de HOBt n’'est pas indispensable, maisaddition améliore le rendement par

augmentation de la vitesse réactionnelle.

o LI e Lol
OH ) ) H

N4
(€]

N o
\

PyBOP C[ N Ester de benzotriazolyle
(Py- = Pyrrolidino- ) N

Figure 11-19 :Schéma réactionnel d’'un couplage peptidique
réalisé avec le PyBOB134

128 3. . Bagley, K. BarlosInt. J. Peptide Protein. Res36, 356 1990).

1291, Haeg-Jensen, M. H. Jakobsen, C. E. Olsen, AnHbétrahedron Lett 32, 7617-76201091).
8oy s, Bernatowicz, S. B. Daniels, Hubert Kostegtrahedron Lett 30, 4645-46481089.

131 ¢ G. Fields, D.H. Lioyd, R.L. Macdonald, K.M. Ottes R.L. Noble Pept.Res 4, 95 (993).
132 5 E. Reid, R.J. SimpsoAnal. Biochem 200, 3011992.

1334, Coste, D. Le-Nguyen, B. Casti@trahedron Lett31, 205-208 1990.

134 Carpino, E.-F. AymanChem. Commun2, 201-2031994.
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Un échantillon du peptidéb ainsi obtenu a été déprotége puis analysé, sal@mocédure
décrite page 84. La déprotection et la purificatibnne portion detb ont ensuite permis

d’obtenir le précurseutc.

2) Couplages du bras espaceur 7 sur lemeéso-

porphyrines carboxylée 8 et propargylée 11

A- Synthése de la porphyrine porteuse du bras espawr
13 par couplage peptidique.

Le composél2 est obtenu par création d’'une liaison amide ergagkamine primaire du
composé et la fonction carboxyliqgue du compd&éPar réduction de Staudinger, le composé

12 fourni ensuite la porphyrine aminga.

i- Synthese de la porphyrine azidée 12

Pour parvenir au compod, nous avons fait réagir la porphyrine carboxygésur le bras
espaceur amino-azidéintroduit en excés (2 équivalents d’amine par famctarboxylique)

Le chlorhydrate de N,N-diméthyl-aminopropyl-éthgroodiimide (EDC) est un carbo-
diimide hydrosoluble, tout comme l'urée qui eststaus-produit de la réaction. Nous avons
choisi de l'utiliser en présence de N-hydroxy-socnide (NHS) qui est un catalyseur
hydrosoluble dans le but de former un systeme emtigfficace, pouvant étre éliminé, en fin
de réaction, par de simples lavages a I'eau. Lelage est réalisé dans le chloroforme, a

température ambiante, avec un rendement de 98%s€flg20).

Q

COOH Hf\/oh/\Na
@ Q o EDC(2éq.), NHS(l,Séq- Q
+ HZN‘f\/ ]\B/\Ns
CHCI,, TA, 6h.
7 (2éq.)
SR C -
. 12 (98%)

Figure 11-20 :Synthése du compo4® par couplage peptidique.
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Le mécanisme proposé pour ce couplage est préguaté I1-21. Dans un premier temps,
I'addition nucléophile (A) d'un acide carboxyligser le carbodiimide permet I'activation du
groupement carbonyle, sous la forme d’'un anhydmige (O-acylisourée). Ce dernier, en

présence de N-hydroxysuccinimide (NHS), forme uergsar substitution nucléophile (B).

S -
\ Y/ L ﬁ(? urée
Acide carboxylique R 4+ (A) (B8)

—ol

NF7C=N—\ ester de succinimide
<
/_/_ N/ (ester activé )
—N I
\ RNHz | ()
Carbodiimide O-acylisouréé
(anhydride mixte )
(EDC) o + o
Lo o0
R NHR v
amide secondaire attendue NHS

(catalyseur)

Figure 11-21 :Mécanisme réactionnel du couplage peptidique #al®c le systeme EDC/NHS.

L’ester de succinimide obtenu est particulieremélactrophile car il est composé d’'un
groupement trés nucléofuge. Cet ester activé gaelmédiaire le plus effical® (pas de

réactions secondaires, et bonne stabilité thermefuehimique, notamment vis-a-vis des
composeés hydroxylés tels I'eau et les alcools) fpoumer une liaison amide par substitution

nucléophile (C) avec une amine introduite dansilem

ii- Synthese et caractérisation de la porphyrine amée 13
La fonction azide terminale portée par le compbiaést convertie en amine primaire par une
réduction de Staudinger. La porphyrib2 est traitée en conditions douces, par la triphényl

phosphine dans le THF en présence d’eau (figu2@)ll-

PPI"|3THFeau

13 (47%)

Figure 11-22: Synthése de la porphyrine amirié&ypar réduction de Staudinger.

135, carpino, , E.-F. Ayman, F. Albericid, Org. Chem1995 60, 11, 3561-3564.
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La porphyrine aminéel3 est obtenue avec un rendement de 47%, résultaptadde,
s’expliquant surtout par la difficulté de purificat du composé aminé sur colonne. Les
analyses du produit obtenu par spectrométries RMNef :°C), de masse et UV-visible ont
confirmé sa structure

Parmi les spectres RMN du proton deesotritolylporphyrines, nous avons choisi de
détailler I'étude du 5-[4-amido-3,6,9-trioxaundeck-amino)-phényl]-10,15,20-tritolyl-
porphyrinel3 (figure 11-23).

a d e h
N/\/O\/\O/\/o\/\NH2
H b c f g

H.C Tol.3 CH, Composé 13

Figure 11-23 :Groupes des principaux signaux des spectres RMN(**C) du composé3.

Ce composé est substitué en position para du grougsoaryle par la fonction amide
secondaire formée avec un bras espaceur de typéttdtiene glycol. La symétrie relative du
composeé simplifie I'allure du spectre. En effet,rarson du rapide échange tautomeérique des
protons internes NH pyrroliques, la porphyrine prée une symétrie d’ordre 2. Nous
observons :

- Un singulet élargi a -2,77ppm correspondant abixpyrroliques.

- Les protons méthyliques, portés par les tolylésonnent sous la forme de singulets,

a 2,70ppm.

- Le singulet élargi observé a 4,86ppm correspandpotons de la fonction amine

primaire.

- Les protons portés par I'espaceur résonnent oteeme d’'un singulet a 2,81ppm

pour Hy, sous la forme d'un triplet a 3,48pprd=H,0Hz) pourH,, tandis que les

protonsH, p ¢ ¢, d€So0nnent sous forme de multiplets, entre 3,628&ppm.

- Les protong pyrroliques résonnent sous la forme d’un singal&78ppm pouH,

etg, et sous la forme d’un doublet a 8,86ppm [daslf s 12.1£t17 (I=4,7HZ).
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- Les protons aromatiques dessesubstituants résonnent sous forme de doublets a
7,55ppm et 8,08ppmI{7,8Hz) respectivement pour les protons des tolilgs et
Hz e
- Enfin, les doublets observés a 8,25ppm et 8,27/{=8,3Hz) correspondent
respectivement aux protons aryliquésset Hs 5. Le rapport des intégrations confirme
ces attributions.
L'analyse du spectr&€C de ce composé en J-MOD (figure 11-24) permet i@eriner les
carbones selon leur nature (carbones primairesrigites, secondaires et quaternaires). On
observe les signaux caractéristiques iesoeporphyrines en général et du compdseen

particulier:

Le carbone de la fonction amide est le plus déblindrésonne a 167,8ppm.

- Les signaux des carbones tertiai@s3 et 5 aryliques et des tolyles résonnent
respectivement a 134,5 et 127,4ppm.

- Les signaux des carbones tertiai@<2 et 6 aryliques et des tolyles résonnent
respectivement a 125,7 et 134,5ppm.

- Les carbones quaternaires en position 1 (ipsoXagles résonnent a 139,1ppm,
tandis que le€4 résonnent a 137,4ppm.

- Le carbone quaternaire en position 1 (ipso) argiggsonne a 118,5ppm.

- Les carbonesa et B pyrroliques résonnent respectivement vers 145-&60
131,1ppm.

- Les carbonesméso résonnent sous la forme de deux signaux, a 120,6 e
120,3ppm : le plus déblindé correspondCay substitué par le groupe aryle.

- Les carbones secondaires Ca et Ch résonnent respeent a 40,1 et 41,6ppm.

- Les autres carbones portés par le bras espacer;d@bet f) sortent sous la forme

d’un unique signal, a 70,61ppm, tandis que Cg,idéé) réesonne a 73,2ppm.

- Enfin, nous trouvons a 21,5ppm le signalcdones méthyliques des tolyles.
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Figure 11-24: Spectre RMN>C (J-MOD) de lanés@orphyrinel3.

B- Couplage du bras espaceur 7 sur la porphyrine

acétylénique 11 par réaction dex Click-Chemistry »

Une étude détaillée de la littérature montre liiétéde remplacer une liaison amide par un
hétérocycle de type 1,2,3-triazole. En effet, c&tétocycles présentent d’importantes
similarités topologiques et électroniques qui ent fd’excellents liens peptidomimétiques,

insensibles & I'hydrolysE®

136 a) W.S. Horne, C.D. Stout, M.R. Ghadili,Am. Chem. So2003 125, 9372-9376. b) W.S. Horne, M.K. Yada, C.austM.R.

Ghadiri,J. Am. Chem. So2004 126, 15366-15367.
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Sites accepteurs de Sites accepteurs de

liaisons hydrogenes liaisons hydrogénes
1
)J\ .R2 N -
R1™ N R1™ X" R2
5
H H
\U Sites donneurs pour liaisons hydrogénesU/
Liaison peptidique 1,2,3- triazole
distance R1-R2: 3,9 A distance R1-R2: 5 A

Du point de vue structural, le remplacement d’'uasdn amide par un triazole se traduit par
I'allongement de la distance R1-R2 (gain deﬁl)bt par 'augmentation de la polarité du lien

covalent. L'important moment dipolaire de I'hétéyole explique sa remarquable aptitude a
établir des liaisons hydrogenes. En effet, les a®i2 et N3 du triazole sont d’excellents

sites accepteurs de liaisons hydrogénes, et cadedipermanents peuvent induire, la
polarisation de la liaison C-H en position 5, gevignt alors un excellent site donneur de
liaison hydrogene (dipdle induit). C’est pourquotne attention s’est portée sur le concept de
« Click-Chemistry», né en 2001 grace aux travaux de Sharplessliet®” Dans un premier

temps, nous proposons de faire une bréve miseiatiquu cette approche.

i- « Click-Chemistry » état de la question

Cette approche nouvelle vise la construction dei@narfiable, simple et rapide d’'une grande
variété de composés en joignant de petites unigésles liaisons hétéroatomiques (C-X-C).
Les réactions utilisées a cet effet supportenttewlitions ambiantes et permettent d’obtenir
les produits attendus aprés une procédure de qatrdn efficace et simple a mettre en ceuvre.
Parmi les réactions deClick-Chemistry pla plus efficace est une cycloaddition 1,3-dipela
de Huisgen catalysée par le cuivre (I). Optimisae $harpless et Meldal, cette réaction
conduit a la formation chimio- et régiosélectivelde,3-triazoles 1,4-disubstitué a partir d’'un

azide et d’'un alcyne vrai :

1374, ¢. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharplessngew. Chem., Int. EQ001, 40, 2004-2021.
138 Tornge, C.W.; Christensen, C.; Meldal, 8 Org. Chem2002, 67, 3057—-3064.
139 postovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Shiess, K. BAngew. Chem., Int. ER002, 41, 2596—2599:
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Cu () catalyseur
Rl—=—=——H <+ R2—N, > N =

Les alcynes et les azides sont des fonctions samplentroduire et possédent une grande
inertie aux conditions employées en synthéses @ges et vis-a-vis des molécules
biologiques qui sont des macromolécules hautenoeictibnnalisées.

Par voie thermique, en I'absence de catalyseumdeanisme de l'addition de l'azide sur le
dérivé acétylénigue est de type concerté, ce gadwo a la formation d’'un mélange de
triazoles 1,4- et 1,5-disubstitués. En revancheytoaddition catalysée par Qpasse par la
formation de complexesClivre-acétylurg selon un mécanisme par étapes. La figure II-25
décrit le mécanisme proposé par Sharplessokt de cette cycloaddition catalysée par le
CU . La réaction peut se décomposer en quatre étapesessite des ligands labiles autour
de I'atome de cuivre, afin de permettre une coripétavec la fixation de l'azide :

- Dans un premier temps, l'alcyne (A) forme un cterp avec le cuivre nommé
"Cu-acétylide" (B).

- L’'atome de cuivre active alors la fonction azidej se substitue a un ligand pour former

I'intermédiaire (C).

- Ce rapprochement spatial des deux parties réactiace a face, rend possible I'attaque du
C-2 de l'acétylide sur le N-3 de l'azide pour donleemétallacycle a 6 chainons (D), avec le

cuivre au degré d'oxydation +lll.

- Par contraction du métallacycle (D) le dérivévegitriazole (E) est formé.

- Enfin, la protonation du dérivé cuivre-triazolermet de récupérer le compose triazolé 1,4-

disubstitué (F) en régénérant le catalyseur cukireu

140 Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V.V. Rostovtsev, Noodleman, K.B. Sharpless, V.V. Fokih,Am. Chem. Sq@005 127, 210-216.
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Figure 11-25: Mécanisme de cycloaddition 1,3 catalysée panie't

Le profil réactionnel détaillé dans la figure Il-Bfet en évidence les intermédiaires issus du
mécanisme précédent ainsi que plusieurs étataudsition*** Hautement exothermique, cette
réaction cinétiquement contrélée est conduite @ééépence dans l'eau, et tolere néanmoins
une large gamme de co-solvants organiques. Ainglifiée, la cycloaddition 1,3-dipolaire
présente une excellente tolérance fonctionnellgucen fait une réaction utilisable en chimie
biomédical&?, pour la synthése de substances natut€ll@a encore en science des

matériaux:*

11 E Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V.V. Rostovtsev, Noodleman, K.B. Sharpless, V.V. Fokih,Am. Chem. Sq@005 127, 210-216.
142 R Mantesch, A. Krasinski, Z. Radic, J. RausheT #lor, K. B. Sharpless, H. C. Kolb, Am. Chem. So2004 126, 12809-12818
143 \1. Malkoch, R.J. Thibault, E. Drockenmuller, M. Messchmidt, B. Voit, T.P. Russell, C.J. HawkerAm. Chem. So2005 127,
14942-14949.

44p L. Wilkinson,Laurent F. BornaghBally-Ann Poulseaand Todd A. Houstofetrahedror2006 62, 8115-8125
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Energie
A

R CuLn-l

5 ~_ avancement
" de la réaction

Figurell-26: Profil réactionnel de la cycloaddition 1,3 catag par Cu*°

Click-Chemistry assistée par micro-ondes
Pérez-Balderas epll.*** ont rapporté des réactions de cycloaddition 1p®ldire activées par
micro-ondes (figure 11-27) : les cinétiques sonbral raccourcis de facon significative
(quelgues minutes au lieu de quelques heures),dsansution de rendement ni formation de

produits secondaires.

OAcC

AcO AcO

AcO,

0,1éq. (PP),.CuBr
3éq. DIPEA
.....o\/\N3 _— ACO1 1

- OAc
AcQOtrie
toluéne, 34 min

e} K OAc
\/\N/Y\O\ o
M.O.(850W) \
OAc AcO  OAc N=N

AcO

86%
Figure 11-27 :Exemple de synthése de glycoconjugués par "Clickrdistry” couplée a

une activation micro-ondes proposé par Pérez-Baddet coll:>

L'utilisation des micro-ondes en synthése organisggpeésente incontestablement une source
de progres en syntheése organique, c’est pourqua nous proposons de faire un rappel sur
cette technique moderne en annexe | (page 181).

Wse Pérez-Balderas, M. Ortega-Mufioz, Julia Mor&asfrutos, F. Hernandez-Mateo, F.G. Calvo-Florés, Qalvo-Asin, J. Isac-Garcia,
F. Santoyo-Gonzale@rg. Letters2003 5, 11, 1951-1954.
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ii- Cycloaddition 1,3- dipolaire catalysée par l'ic cuivreux et
assistée par micro-ondes. Greffage covalent de lfEsceur azidé

7 sur lamésoporphyrine propargylée 11.

La mésotritolylporphyrine munie d’'un bras espaceur amlfiéa été préparée par activation
micro-onde. Nous avons établi un lien covalent ggagagement de I'azide du compdsét
I'alcyne terminal de lanésoporphyrine propargylé&l dans une cycloaddition 1,3-dipolaire
catalysée par l'ion cuivreux. Ainsi, I'hétérocyclg2,3-triazole relie le bras tétraéthylene
glycol et la mésotritolylporphyrine, respectivement fixés sur sessipons 1 et 4 (figure
11.28).

N

A

(o) N
AW
@ Q THFABUOH/Eau @ Q - [0’\],NH
L-Ascorbate de Na (1,4€q.) ?
+ N CusoO, (0,5éq.) 3
e :
3 Micro-ondes: 60W, 2min.
(N e sl
11

14 : 84%

HCl aqueux (12N)
TA, 2minutes.

N,

o Ja0S M SNN

G = Q

15 (100%)

Figure 11.28 :Synthése du compo4é par réaction d€lick-Chemistry

Le milieu réactionnel choisi est un mélange aquéenco-solvants polaires (THEBUOH /
eau)**® Le cation Cliest forméin situ par le systtme CuSOL-Ascorbate de sodiuf{’ La
porphyrine est préalablement métallé avec du ziirc @éviter sa complexation avec le
cuivre au cours de la réactibfi.Induite par micro-ondes de faible intensité (60&/yéaction

est compléte en deux minutes. L'addition d’eau poue la précipitation du produl4 qui

146\, V. Rostovtsev, L.G. Green, V.V. Fokin, K.B. Shiegs,Angew. Chem. Int. E002 41(14), 2596-2599.
147 c.w. Tornge, C. Christensen; M. MeldalOrg. Chem.2002 67, 3057-3064.
148 A. Decréau, J.P. Collman, Y.Yang, Y.Yan, andIMedevarajJ. Org. Chem2007, 72, 2794-2802
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est ainsi obtenu sous forme pure avec un rendemaaire de 84%. Le produit attend est
finalement obtenu aprés un bref traitement en mideide. La protonation du macrocycle
déplace le zinc, permettant de démétaller quanvitaent la porphyrine, en seulement 2
minutes a température ambiante. Les analyses ouwariir la structure attendue pour le
composéls.

La caractérisation UV-visible (tableau II-2) perndé&ibserver un spectre de typto pour le
composéls, ces modifications des bandes Q sont liées a maetidlation du produit, en

contraste avec les spectres observés pour les saésidoet 14.
Tableau 1I-2 :Caractéristiques spectrales UV-Visible dessotritolylporphyrinesl5, 14 et11, mesurées dans

CHCls. xmax est donnée en nanométresst le coefficient d’absorption, & 20°C, en L.thoirY).

Composeés Soret Qv Qui Qu Q
Amax (e.10°) Amax (e.10°) Amax (e.10°%) Amax (e.10°%) Amax (e.10°%)
15 420 (572,4) 517 (25,2) 553 (15,0 592 (8,0 648)(7,
14 430 (336,1) 562 (27,3) [bangé 605 (23) [bande]
11 425 (460) 561 (15,6) [band? 601 (6,2) [bande]

Pour la RMN'H du composél5, on observe la présence des signaux corresponeants

protons -O-CH sous la forme d’'un tripletJ€2,2Hz) a 4,98ppm. Le proton porté par le
triazole résonne, quant a lui, sous la forme dingudet fortement déblindé (7,19ppm).

Enfin, la spectrométrie MALDI permet d’observer ohi quasi-moléculaire attendu

(IM+H] "=930,20).

3) Couplages des précurseurs finaux

Apres la fixation du bras espaceur sur le précurgeptidique (syntheses dé et4c) ou sur

les précurseurs porphyriniques (synthesets3det 15) la derniére étape de synthese consiste a
greffer le troisieme bloc moléculaire (porphyringsl1l, 13 ou 15) sur nos constructions
peptidiques (respectivement, les peptides cyclidiedc ou 4a) par couplage peptidique ou
par cycloaddition de Click-Chemistry »
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A- Synthese des molécules-cibles 16 et 17 par caages
peptidiques

I- Greffage de la porphyrine 8 sur le peptide 4b
Dans un premier temps, nous avons entrepris ldnégatdu composks par la voie | (figure
lI-2). Cette approche implique la formation d’'unaidon amide par condensation de la
fonction carboxylique de la porphyritfgeavec I'azoture porté par le peptide aziké(figure
[1-29). Notre intérét s’est porté sur cette réacticar elle est réputée efficace et

chimiosélective®®

DF-P-Q(Trt)-1-M-R(Pbf)-I-K (Boc)-P-H(Trt)-Q(Trt)-G-Q(Trt)-H(Trt)--G-E o : + 16

Conditions

i) PyBOP/HOB, PPh
MeCN anhydre, TA 48h

i) Solution de déprotection
TA 3h.

4b

Figure 11-29 :Réaction de couplage attendue entre un acyle aride activés.

Le mécanisme proposé pour cette réaction est pgéédmgure 11-30. Dans I'acétonitrile
anhydre, l'acyle activé et générésitu grace au systeme PyBOP/HOBt. En présence d’'une
trialkylphosphine, I'azide est converti en iminogpbtorane (intermédiaire de Statdinger) qui

réagit alors avec I'acyle activé pour former I'amitf°

Ph R'CQH, H Ph H
R-N, ——— R—-N=P-P -N-P-Ph —————= R~—
s N N R=N-PPh R-N__ 5
Ph O Ph 7;
Intermédiaire de Rl_ﬁ R'
Staudinger fo)

Figure 11-30 :mécanisme proposé pour la formation d’une liasmide*

Cependant, apres 48 heures de réaction, nous $gaspu obtenir le produit de couplage.

149 a)P. Boullanger, V. Maunier, D. Lafon€arbohydr. Res 324,200Q 97-106.
b) E. Saxon, C. R. Bertoz&8cienc&87, 200Q 2007-2010.
1505 D. Park, J.-H. Oh, D. Lim, Tetrahedron Lett., 2802 6309- 6311.
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li- Greffage des porphyrines 13 et 15 sur le peptal4a
Rappelons que le peptide cycligda est le précurseur duyclovEGI. Cette molécule a été
concue dans le but d’établir un couplage « siteifipées » avec les chromophorE3et 15.
En effet, sur le précurseds, les résidus imidazolyle, amino- et guanidino- cpmstituent la
séquence active dryclovEGI sont respectivement protégés par les grouptmim, Boc et
Pbf. Dans la séquence d&, la seule fonction libre est I'acide carboxyligde résidu
glutamate, que nous avons engagée pour établitiaisen peptidique avec les porphyrines
aminées13 ou 15. Bien que lecyclovEGI soit une molécule hydrophile, les groupes
protecteurs sont a l'origine de I'hydrophobicité 4k Le caractére hydrophobe des produits
attendus nous a incité a conduire les greffages kveysteme couplant EDC/NHS dans le
chloroforme, selon le protocole discuté page 94.

>R+ 4a

DPhe-Pro-Gin-lle-Met-Arg-lle-Lys -Pro-His -GIn-Gly-Gl
L

16 (23%)

i, ii
Pl 4 da —————

17 (26%)

Conditions:

i- Couplage:

EDC (2éq.), NHS (1,5éq.), CHCITA 48h.
ii- Déprotection:

TFA (Thioanisole, TIS, Phénol et eau)

Figure 11.31 :Condensation des porphyrinE3et 15 sur le peptide VEGI protégé, puis déprotection.

Les molécules cible$6 et 17, sont finalement obtenues apres déprotection dédaence du
peptide précurseur en milieu fortement acide. Léfipation des produits déprotégés a été
réalisée par RP-HPLC préparative sur colonng Cefficacité de purification par HPLC
préparative a été contrélée par HPLC analytiquec alétections a 214nm et 438iffigure
11-32).
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B- Détection a 438nm.

Figure 11-32 :Chromatogrammes analytiques réalisés apres RP-HiPdgarative du compodé.

Pour une méme fraction, le chromatograminmet en évidence la présence d’'un peptide par
détection a 214nm et I'analyse du chromatograrBnmaontre la présence du chromophore,
détecté a 438nm pour le méme temps de rétentioB438inutes). Cette fraction a ensuite été

caractériseée par spectrométrie MALDI (tableau 11-3)

Tableau 11-3 :Spectrométrie MALDI.

Composé : Masse molaire calculée Masse observée
(en uma) [M+H]"(en uma)

12 901,09 902,10

13 875,09 876,16

15 929,14 930,20

16 2854,28 2855,67

17 2908,14 2909,54

Les composés6 et 17 sont obtenus avec des rendements respectifs deR3686. La pureté
non contrélée du précurseur peptidigda pourrait expliquer ces faibles résultats. Les
chromophored 6 et 17 présentent une excellente hydrosolubilité et sgalement solubles
dans le DMAc et le DMF.

Les spectres UV-visible de ces composés ont ét&sésadans I'eau, ils sont de tygéo
(tableau 11-4)
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Tableau ll-4:caractéristiques spectrales UV- visible des paipkgl6 et17 dans I'eau.

A max €St donné en nme.(10° en L.mol'cmi?)

Composeés Soret Qv Qui Qu Qi el g
Amax(e.10%) Amax(e.10%) Amax(e.10%) Amax(e.10%) Amax(e.10%)

16 438 (181,1) 519 (6,7) 556 (3,0) 589 (1,9 646 (1,4) 0,73

17 431 (334,3) 519 (19,8) 554 (12,4 592 (6,7 658)(6, 0,89

Nous pouvons cependant remarquer un fort dépladedeeta bande de Soret vers le rouge
(438nm pourl6 et 431nm poul7), ce qui est caractéristique d’'une agrégatioryde kedge

to edge» ™!

Difficilement exploitables pour de telles strucwsrées spectres RMN de ces composés n’ont
pas été realisés. Le vecteur moléculaire est utideepyclique de 17 acides aminés, et sa
séquence de reconnaissance pour les récepteuadedngiogenese doit étre préservée de
toute modifications chimiques, ce qui implique lsenen place de groupes protecteurs semi
permanents. Garantissant I'intégrité de l'actiMiiélogique, cette protection est cependant
génante, car elle ne permet pas de purifier leigeeptjusqu’a la déprotection finale, nous
avons été obligé de travailler « en aveugle ». Nawsns pourtant obtenu les molécules
ciblées, avec des rendements de 23 a 26%, valeurséthe ordre que les rendements de
synthése du peptide lui-méme. En ce sens, nous esmaatisfaits par ces résultats, obtenus

apres couplages et déprotections.

B- Couplage de la porphyrine 11 sur le peptide az&l4c par

réaction de« Click-Chemistry »

Hautement chimio- et régiosélective, la cycloaaditl,3-dipolaire catalysée par le cuivre (I)
est une approche de couplage particulierement fteuse qui permet d’envisager le greffage
contrélé d’'une porphyrine sur peptide déprotégpueifie. Devant l'intérét que suscite cette
cycloaddition, sa facilité de mise en ceuvre etres bons rendements généralement obtenus,
nous avons appliqué cette méthodologie a la syattiek7. Au regard de la nature peptidique
du vecteurc, I'activation par micro-ondes n'a pas été envigad@ans un premier temps, nos

essais ont porté sur la composition du solvanili&ertpour de cette réaction, en généiant

1513, H. Furhop, C. Demoulin, C. Boettcher, J. KonidgSiggel J. Am. Chem. Sqcl992 114, 4159.
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situ I'ion cuivreux par réduction du sulfate de cuiaeec I'ascorbate de sodium. Mais les
mélangest-butanol/eau/THF, DMF/eau et DMF/eau/acétone njpa$ permis d’obtenir le
produit de couplage aprés 72 heures a températnipégaate. Nous avons donc essayé une
autre méthode pour générer le catalyseur, cons&taxlyder du cuivre métal. Pour se faire, il
suffit d’'introduire un large exces de tournure dé/e au mélange azide/alcyne. Encore une
fois, le produit n'a pas été formé aprés 72 hearegmmpérature ambiante. Cette approche de
couplage a donc été écartée.

V- CONCLUSION

Deux photosensibilisateurs hybrides dits de traigiggénération ont été congus et synthétiseés.
lls sont constitués dmmésotritolylporphyrines monosubstituées par une cha@éteaéthylene
glycol fixant un vecteur d’adressage, dgclovEGI. Notre approche, réalisée selon deux
méthodologies différentes, a fait respectivememiehp une construction moléculaire basée
sur la création de liaison amide ou de triazoletdisant le concept de @lick-Chemistry »

Les réactions de couplages peptidiques réaliseesogan du systeme EDC/NHS donnent de
bons résultats, en conditions douces. La cyclomadid’'un azide sur un alcyne terminal,
lorsqu’elle est catalysée par le cuivre () et si8& par micro-ondes, est une réaction de
couplage remarquablement efficace et du plus grar&tét. Cependant, cette réaction de
« Click-Chemistry »n’a pas permis de coupler le peptide azidé ayracterminal d’'une
meésotritolylporphyrine. Cet échec peut s’expliquer parforme déprotégée du peptide que
nous avons engagé (nature des réactifs) et paelale d’activation micro-ondes (conditions
de couplage).

Nos produits ont été obtenus avec des rendemeng3 dd 26%. Bien que modestes, ces
résultats sont satisfaisants au regard de la natylvede des produits finaux. En effet, ces
rendements sont limités par la construction d’ugguence cycligue de 17 acides aminés, qui
reste difficile malgré les progrés de la synthésgtidique en phase solide.

Les deux molécules cibles sont hydrosolubles etgmté&nt toutes les caractéristiques faisant
d’elles de bonnes candidates pour le photo-diagnestou la photothérapie dynamique des

cancers.
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- CHAPITRE Il -

Synthéses d’acides aminés
photosensibilisateurs originaux par
désymétrisation en phase solide

de la Protoporphyrine IX
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I- Les enjeux

Rappelons que leyclovEGI est un peptide dont la séquence cyclique miamboucle A
située a I'extrémité d’un feuillgt du VEGF naturel. Par modélisation moléculaireufeglll-
1), nous constatons que la structure de la propbgoine 1X (PplX) est analogue a celle de
molécules remarquabl@é™>® connues sous le nom desheet nucleatos. Il s'agit de
composeés qui induisent la formation d’'une structgeondaire en feuilldgt lorsqu’ils sont

incorporeés dans la synthese d’une séquence paptidiq

Figure 111-1 : Modélisation moléculaire réalisée avec le logielgpberChem7.

Vues sous différents angles des structures supsgpake la protoporphyrine IX et fisheet nucleator

La protoporphyrine IX est un photosensibilisateatunel d’origine animale. Cette porphyrine
(figure I1I-2) se compose d’un macrocycle substitug les positiong-pyrroliques par des

groupements méthyles, vinyles et carboxyéthyles.

g G
COOH O 0
COOH
(a) (b) NH,

COOH

Figure 111-2 : Protoporphyrine 1X (a) &f sheet nucléatofb)

En raison de I'intérét de la Ppi¥ pour la photothérapie dynamique et de son potesffiet
inducteur de structures peptidiques en feujlestructure observée dans le VEGF naturel,
nous avons souhaité obtenir un composé originaljaw*>° : la nor-protoporphyrinamin@2,

dont la fonction amine est protégée par le groupedmoc (figure 111-3).

152 Mcwilliams, J. W. Kelly,J. Org. Chem1996,61, 74087414
153 3. s. Nowick, M. Pairish, I. Q. Lee, D. L. HolmésW. Ziller,J. Am. Chem. S0d.997, 1195413-5424.

14k Kadish, K. M. Smith and R. Guilar@he poprhyrin HandbogBoston: Academi200Q vol.6
155y yu. Pavlov,Russian Journal of Organic Chemist&Q07, Vol.43, No.1, p1-34
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La préparation de cet acide aminé implique la désgieation des fonctions carboxyliques de
la PplX, c’est pourquoi il nous est apparu judigiede développer une méthodologie de

synthése sur support.

Ay
26a:n=2 O’O

26b:n=3

Figure 111-3 : Acides aminés porphyriniqu@®, 26aet26b synthétisés.

Enfin, il nous est apparu intéressant de fixer dn&ne carbonée hydrophile au sein de la
structure nor-protoporphyrinamine22. Une chaine de type tri- ou tétraéthylene glycol
permettrait d’augmenter le caractére amphiphiléaebiodisponibilité de telles structures.
Nous avons donc développé la synthese des homal@gaet26b dont la fonction NHFmoc
est espacée du chromophore par un bras de typérgiglycol.

lI- Stratégies de synthese des composés 22, 26a et
26D.

1) Généralites

Dans le but de réaliser la désymétrisation de IX Rigape de synthése commung22aet ses
dérivés26a et 26b, nous avons développé une stratégie de synthéssupport, présentée
figure llI-4. La premiére étape consiste a gretfee des fonctions carboxyliques de la PplX
sur un support de synthése. Le but de cette appresthdouble car la PplX est simultanément
désymeétrisée et fixée sur un support solide, cefapilite les étapes suivantes qui visent a
modifier la fonction carboxylique libre. En effdf chimie supportée permet d’obtenir les
molécules cibles plus facilement, plus rapidemeertale meilleurs rendements puisqu’il est
possible de conduire les réactions avec de largegsede réactifs, et de simples lavages

remplacent les purifications par chromatographies.
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Résine
type Wang
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Résine

Résine
type Wang

Résine
type Wang

I
<

& — Erotoporphyrine IX j

Cl
(0]
Figure 111-4 : Schéma rétrosynthétique pour les comp@2&%6a et 26h.
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2) Synthese de la Fmoaoor-protoporphyrinamine IX
22

La conversion la fonction carboxylique en azotuseyle permet ensuite de préparer, en une
seule étape, la fonction carbamate attendue. Esepcé d’alcool 9-fluoréne meéthylique,
'azoture d’acyle donne, par réarrangement de Gsirtie nor-dérivé aminé protégé par le
groupement Fmoc. Le compo&2 est finalement obtenu par clivage de son suppert d

synthese.

3) Synthese des homologues 26a et 26b

La fonction carboxylique libre est engagée danfotemation d’'une liaison amide avec un
espaceur tri- ou tétraéthylene glycol diaminé. hemologues aminés obtenus sont ensuite
protégés : les fonctions amines sont convertiescabamates (NHFmoc) par le réactif
adéquate (FmocOSu). Par clivages des supportsrileesgs, les composés attenda et
26b sont finalement libérés.

Choix du support de synthése

Comme nous I'avons décrit au chapitre Il (page EBméthode de synthése en phase solide
selon la « Chimie Boc » nécessite I'emploi d’acitierhydrique pour le décrochage du
support. La « Chimie Fmoc » est la méthode la pdmgement utilisée car elle évite la
manipulation de cet acide dangereux. Ainsi, nousnawhoisi de protéger les amines des
produits finaux par le groupement Fmoc qui est v@nlen milieu basique mais qui est
insensible aux conditions acides. A cet effet, wppsrt acido-labile susceptible de former un
lien covalent avec une fonction carboxylique augdtésé. Les résines fonctionnalisées par le
groupemenp-hydroxy-méthylphénoxy-, appelées « résines de tyyang » (figure IlI-5)ou

« résines HMP » constituent les supports standand fimmobilisation en phase solide des
acides carboxyliques®**’ Ce type de résine est beaucoup plus répandu qésite de type
2-chloro-chlorotrityle (extrémement acido-labilefjlisée lors des syntheses peptidiques du
chapitre précédent. Ainsi, dans le cas d’'une rédfaag, le greffage est réalisé par création

d’'une fonction ester, et la libération de la foanticarboxylique peut étre effectuée par

158 shu. s. Wangl. Am. Chem. Sq@5, 1328- 1333973
157G, Lu, S. Molsov,). Org. Chem 46, 34331981
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traitement avec une solution de 15 & 95% de TRA>® Cette moindre susceptibilité aux

acides permet d'éviter un décrochage précoce perfzhyrine du support de Wang.

HO C
O : @
Figure 111-5 : Résine de type Wang utilisée comme support dénégst

Ce support est utilisé sous forme de billes de dsie moyenne (100-200 mesh), constituées
de polystyrene faiblement réticulé (avec 1% dergiienzene) ce qui nous assure leur
gonflement satisfaisant dans les solvants orgasidieerésine employée est fonctionnalisée a
hauteur de 1,1 mmoles d'alcool 4-hydroxy-benzyligagegramme de résine. Pour ce taux de
fonctionnalisation, plutét éleve, I'introductionuti exces de réactifs porphyriniques permet

d’éviter la fixation de leurs deux extrémités.

lll- Synthese de la Fmocnor-proto-

porphyrinamine 1X 22

Le composé&2 a été élaboré selon une voie de synthése linéaireing étapes, les deux
premiéres étant réalisées au cours d’une réactre ot » (figure 111-6).

Figure 111-6 : Synthése du compoge.

i: SOC}, ;ii: Résine de Wang, pyridinaii;: NaN; ; iv: alcool 9-fluoréene méthyliquev; TFA/TIS/eau.

158y Wang, S. R. WilsorTetahedron Lett 38, 40211997
19 s, Kiselyov, R. W. Armstron@etrahedron Lett 38, 61631997
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Les fonctions carboxyliques de la PpIX commercedat d’abord converties en chlorures
d’acyles (i, composé8). L'addition de pyridine et 'introduction de l&sine de type Wang
(i) permettent de former le dérivé protoporphyguneé supportél9. Traité ensuite par
I'azoture de sodium (iii), le chlorure d’acyle ldforme I'azoture d’acyl@0. Son chauffage
au reflux dans du toluene provoque un réarrangeneefturtius : I'isocyanate que I'on forme
in situ réagit en présence de 9-fluorene méthanol (iv)r mmnner le compos@l Ce
précurseur est finalement traité en milieu acidep@ur libérer du support solide le produit

attendu.

1) Synthese du bis-chlorure de protoporphyrinoyle &

Nous avons réalisé la chloration de la PpIX avecHh®rure de thionyle, par solvolyse a
température ambiante (figure IlI-7). Ce liquideatdIréagit en présence d’acide carboxylique
pour fournir le composé attendu en 6 heures avecendement quantitatif. Les deux co-

produits généreés par la réaction sont le chlorimgdiogéne et le dioxyde de soufre.
COOH COCl

COOH socl, cocl
TA, 6 heures
\ \ 18

(Rendement quantitatif)

Figure 111-7 : Chloration de la protoporphyrine IX avec le chierde thionyle.

Par évaporation sous pression réduite, ce rédctdsesous-produits sont éliminés, ce qui
simplifie la purification et permet d’engager I'agechlorant en large exces en vue d’assurer
un rendement quantitatif. Fortement sensible ar@dre et a I'hnumidité, cet intermédiaire est

utilisé tel quel dans I'étape suivante.

2) Immobilisation du dérivé 18 sur résine de Wang

Le composd 8 est immobilisé par estérification des alcools lyqaes présents sur la résine
de type Wang (figure 1lI-8). Dans le but de faveristatistiquement I'estérification d’'une

seule fonction chlorure d’acyle par molécule porpligue, la résine a été introduite en
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défaut (0,25 équivalent) dans le but de former amde liaison ester entre la porphyrine et le

support.

O\) / P—R H o
/\ —© @ H -0 | @®
| - HCl | R
= 4 P

DCM, pyridine (exces).
cocl

TA, 4h.
cocl cocl

Figure 111-8 : Greffage sur support de synthése par estérificatio

L’estérification d’un alcool par un chlorure d’aeyst réalisée en conditions anhydre, dans le
DCM, en présence de pyridine en exceés, qui piegblrure d’hydrogene formé et catalyse
la réaction en exacerbant I'électrophilie des caytes par formation du chlorure

d’acylpyridinium. Ainsi obtenu, le compod® est utilisé tel quel pour I'étape suivante.

3) Préparation d’'un azoture d’acyle sur support de

synthese

Les azotures d’'acyles, intermédiaires relativenmables, sont d’une grande utilit&. Ils
forment, par décomposition thermique, des isocysmnat partir desquels il est possible de
préparer, notamment, des amines, carbamates, etréagbodiimides. Il existe de nombreuses
méthodes de préparation, et la plupart d’entresetlensistent a faire réagir un chlorure
d’acyle sur I'azoture de sodium, selon une addiébmination®*°

Ainsi nous avons chauffé le chlorure d’ac{l@ avec un excés d’azoture de sodium dans le

DMF, a 85°C durant 7 heures (figure 111-9).

160, Patai, ChemHalides Pseuddalides and Azide&,. Rappoport Eds., Wiley, Chichester, UK83 Vol. 1, p. 321.
61 G. K. Surya Prakash, M. Arvanaghi, G.A. OlalQrg. Chem 1983 48, 3358.
162p | aszlo, E. PollaTetrahedron Lett1984 25, 3701.
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Figure 111-9 : Synthése de I'azoture d'acy2é.

Le compos&0 est ensuite purifié par une simple filtration $elige plusieurs lavages avec du
DMF, du DCM et du méthanol.

4) Conversion d’'un azoture d’acyle en carbamate par

réarrangement de Curtius

Le réarrangement de Curtius est la dégradationminee des azotures d’acyles en

isocyanates. Le mécanisme de cette réaction esgriég(figure 111-10).

H,O (-CO,) R=NH, Amine primaire.

O

] . A (-N,) R'NH, (-CO,) ,
@:\'15'\” —— R-N=C=0 > RNHJ\NHR' e
R Curtius
R'OH (-CO,)
Azoture d'acyle Isocyanate

@)
Jj\ Carbamate.

RNH OR'
Figure I11-10 :Réactivité des isocyanates générés par le réamzsemg de Curtius.

Hautement électrophiles, les isocyanates ainsirgéngeuvent réagir sur I'eau, pour former
'acide carbamique qui se décarboxyle spontanénwamidiuisant a la formation de I'amine

primaire. En présence d’amines, les isocyanateadior des urées et, en présence d’alcools,
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ils forment des carbamates. Ces derniers sont sbuudisés en tant que groupements
protecteurs (exBoc, Cbzt Fmoqg car ils réduisent trés fortement la nucléopldis amines.

Le réarrangement de Curtius représente donc uamnative pour la synthese des carbamates,
classiquement préparés en traitant 'amine avetlieroformiate souhaité. Ainsi nous avons
préparé le carbamate du 9-méthylenefluorérdle(noté NHFmoc) en traitant I'azoture
d’acyle 20 par une solution d’alcool 9-fluorene méthanoligiaas le toluéne rigoureusement
anhydre, portée au reflux pendant 10 heures (fijltdel).

Toluéne anhydre,

COO@
reﬂux 10 h.
CON, + HO H
N,
Y rc

20
Taux de greffage: 0,44 mmol/g.

Figure 111-11 :Préparation du carbamaé par réarrangement de Curtius.

Apres lavages au toluene et séchage sous videchantdlon de résine est prélevé afin de
déterminer le taux de greffage de la résiieLa méthode de dosage spectro-photométrique
précédemment détaillée (pages 80-81) a ainsi pediétablir la présence de groupements
Fmoc a hauteur de 0,44 millimole par gramme denegsie qui correspond a un rendement
global de 40% sur quatre étapes. Remarquons quiavésl taux de greffage, la résidg est
directement utilisable comme support de synthépédique.

5) Libération du support

Le produit final22 est obtenu apres décrochage de la résine panteit en milieu acide
(figure 111-12) avec un rendement de 27% pour cddeiére étape. A cet effet, le composé
21 est agité 3 heures a température ambiante dahacdke trifluoroacétique additionné de
scavengers tels que I'eau et le T3.

La synthese du compoge est réalisée en cing étapes a partir de la PpleG an rendement
global de 11%.

183 £ Biron, N. VoyerChem.Commun2005 4652-4654.
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TFA-TIS-eau
(95:2,5:2,5) COOH

e VAN | leo
o) Q O
\ 21 \ 22

Rendement = 27%

Figure 111-12 : Clivage du support solide pour I'obtention de lalécule cible22.

Le spectre UV-visible du compos®? est de typeétio, il est conforme aux spectres
généralement attendus pour les dérivés de la AmXspectre MALDI met en évidence la
présence de I'ion quasi-moléculaire a 756,81 [M+H]

Les attributions détaillées du spectre RMN de ce composé mettent en évidence les
principaux signaux attendus. Une des caractéresiguincipales du chromophad@ est qu'il
existe sous forme de deux isoméres (figure IlI-&8)qui rend lattribution des protons
difficile.

Composé 22 Composé 22

Figure 111-13 :Isoméres du compog2.

D’une maniére générale, la RMN du proton de cedescaminés comprend les familles de
signaux suivants :

- les protongnésovers 10 ppm,

- les protons alkyle du bras portant les fonctionbaaylées, entre 3 et 4 ppm,

- les protons des méthyl@spyrroliques vers 3,6 ppm,

- etles protons NH pyrroliques a -3,8 ppm.
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On observe un singulet élargi a -3,8ppm, corresaoinau signal des protons NH pyrroliques.
Les signaux des protomséso des protong-pyrroliques et des protonsHg vinyliques sont
dédoublés. Pour chaque isomere, les prateésorésonnent sous la forme de quatre singulets
vers 10 ppm. Les protonsHCvinyliques résonnent a 8,05ppm sous la forme dlaoble
doublet (=11,5 et 17,8Hz). Les protonsHg vinyliques se présentent sous la forme de
doubles doublets a 6,19ppnd=(11,5-1,5Hz) et 6,37ppmJ£17,8-1,5Hz) pour l'un des
isomeéres ; a 6,17ppnid<11,5-1,5Hz) et 6,36ppmJ£17,8-1,5Hz) pour l'autre. Les protons
des chaines alkyles résonnent sous la forme dephetstcompris entre 4,3 et 3,5ppm. Les
protons aryliques 1,8 ; 2,7 et 3,6 résonnent app@6sous forme de doubletd=f,5Hz),
tandis que les protons aryliques 4 et 5 résonrard & forme d’'un doublet (méme constante
de couplage) a 7,86ppm. Enfin, nous observonsre®ms méthyliques qui résonnent sous
forme singulet vers 3,6ppm.

En ce qui concerne le spectre du carbone 13, letrepd-MOD du compos@2 permet
d’observer les signaux attend@our le cycle porphyriniqudes carbones quaternairegt 3
pyrroliques résonnent dans une zone élargie vefppv (136-148ppm) du fait de la
tautomérie des protons NH. Les carbones secondieebras alkyles (porteurs des fonctions
carboxylique et uréthane) résonnent a 21,8 et p&9pes carbones tertiairagsorésonnent
vers 97ppm sous la forme de quatre signaux, etrsgitédment moins déblindés que ceux des
mésoporphyrines analysées dans le précédent chapitfe, Blous trouvons a 11,5ppm les
guatre signaux des carbones primaires corresporalaniméthyles3-pyrroliques.Pour le
groupement Fmqcle carbone quaternaire du carbamate résonne ZpiBi. Les autres
carbones quaternaires du groupement Fmoc résorndd4,1ppm pour (Ba, 93 et a
140,8ppm pour les @a, 5a L'unique carbone secondaire du groupement Fmsonrée a
65,6ppm. Les carbones tertiaires aryligues du grogmt Fmoc résonnent a 127,7ppm pour
C3etb6;a127,0ppm pour @et7; a 125,4ppm pour @ et5 et a 120,4ppm pour Cet8.

Le carbone tertiaire €résonnant, quant a lui, a 46,6ppm.

Cette méthode d’hétéro-bi-fonctionnalisation engghsolide a permis d’élaborer de maniere
simple lanor-protoporphyrinamine 1X22 a partir de la PpIX Ce composé original est obtenu
en cing étapes de synthese, avec un rendement glebBl%. La formation d’une liaison
amide entre I'acide libre et un espaceur diaminéueg autre approche que nous avons
envisagé pour la préparation des homologues an@iéa®t 26b, davantage amphiphiles et

biodisponibles.
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V- Synthese des acides aminés homologues 26a et

26b par activation micro-ondes

1) Stratégie de synthese

Ces syntheses sont menées en phase solide, efteahai établir une liaison amide a partir de
la porphyrine fixée. En opposition avec la prépamatdu compos&?2 (figure IlI-5), les
synthéses d&6a et 26b n’impliquent pas la formation d’'un azoture d'acyé¢ donc la
chloration préalable par le chlorure de thionyle. kis- chlorure de protoporphyrinoyle 1X
étant un intermédiaire relativement instable, remns retenu un autre mode d’activation des
fonctions carboxyliques de la protoporphyrine IX.

Comme précédemment, la premiere étape consistffarga protoporphyrine IX sur support
et nous avons poursuivi nos synthéses avec la mé&siree de Wang (billes de 100-200mesh)
qui est faiblement réticulée (par 1% de DVB) et gr@tnent fonctionnalisée (1,1 mmoles par
gramme).

La littérature détaille des méthodes d’estérifmasi caractérisées par de bons rendements a
partir de I'acide carboxylique activé dans divestrants anhydres (DCM, DMF ou NMP), en
présence de DIEA, par le PyBré&® ou bien par le systétme PyBrOP/ DMAP Par ailleurs,
les supports de synthése tels que la résine de Wamigrésistants a des chauffages (150-
180°C) réalisés par micro-ondé¥

La figure 1ll-14 présente le schéma de synthéseptédd_es deux premiéres étapes sont
réaliséesone pot Le greffage de la PplIX sur résine est suivi duptage avec un bras
espaceur diaminé. Nous avons réalisé ces étapesl’agent de couplage PyBrOP et la
DMAP utilisée comme catalyseur. Sous activationraimndes, les couplages sont réalisés en
guelgues minutes. La fonction amine libre de I'egpa est ensuite convertie en carbamate,
par traitement, dans le chloroforme, a températumbiante, avec I'ester activé FmocOSu.

Les molécules cibles sont finalement récupéréedgaochage du support de synthése.

164y Stratos, G. loannis, K. Voyagi, P. Mamosb, D. Pamanoual etrahedron Letter43 2002 2597-2600.
165a) J. S. Davies, J. Howe, J. Jayatilake, T. Rilleyters in Peptide Scienc (1997, 441-445.

b) R. T. Pon, S. YWBioconjugate Chemistry10, 6, 1051-10571099.

a) H.Yang, Y. Peng, G. Song, X. Qidretrahedron Letterd2 2001 9043-9046.

b) A. Stalder, C.O. Kapp&etrahedrorb7 001) 3915-3920.
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HOOC,

HOOC.

25a(n=2)
25b (n =3)

Conditions
i : résine de Wang, PyBrOP/DMAP (MO, 7min.)
ii : bras diaminé, PyBrOP/DMAP (MO, 7min)
iii : FmocOSu (TA, 3h.) 26a (n=2)
iv : TFA/TIS/eau (TA, 3h.) 26b (n = 3)

Figure 111-14 :Synthéses « one pot » des comp@&aset 26b.

2) Immobilisation de la protoporphyrine IX sur résine

de Wang.

Comme pour la synthése @2, nous avons introduit les alcools benzyliques eronté (0,25

équivalent molaire d’alcool par fonction COOH) afie favoriser le greffage sur la résine
d’une seule fonction acide par molécule de dérimlpyrinique. Sous irradiation par micro-
ondes nous utilisons le systeme activant PyBrOP ABMen présence de DIEA afin de

remplacer la chloration par SQjui conduit a un intermédiaire beaucoup moinslstab

A- Les agents de couplages constituant le systenee |

plus efficace

Le PyBrOP est un puissant agent d’activation dedeaccarboxyliques, indifféremment
utilisé pour les couplages peptidiques difficildsles estérifications. Ce composé est un

phosphonium qui forme un intermédiaire activé eérspnce de carboxylates (figure 1lI-15).
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i R-OH Q
N = J\N/ \_/
N TpE —
J\QL/L? PFe R™ 3P PN R +/\;>_\ - DMAP RJ\OR'
PR,

Carboxylate PyBrop
Figure I11-15 :Mécanisme de I'estérification de la PplX avecdeme PyBrOP/DMAP.

La DMAP, quant a elle, est essentiellement utiligéer I'estérification des alcools avec des

anhydrides. Il s’agit d’'un catalyseur d’acylatiamrhant un cation de type acylpyridinium.

B- L’estérification assistée par irradiation micro-ondes

En solution dans le DMF anhydre, la protoporphyiXest immobilisée sur support avec les
réactifs de couplage PyBrOP/DMAP sous activatiooraaondes (figure I11-16).

PyBroP (0,5éq.)

DMAP (0,56.) Résine Wang (0,25 €q.)

_———

Micro-ondes
OH 150W, 7min.

OH

PpIX
(1 €q) non isolé

Figure 111-16 :Greffage de la PplIX sur résine de type Wang.

Nous avons fixé les conditions d’activation par mondes (7 minutes a 150W) en nous
appuyant sur celles décrites pour I'estérificatidacides sur résine de type Wafg.
L’assistance par micro-ondes a permis le greffage résine de type Wang et la dé-

symeétrisation rapide des fonctions carboxyliquetageotoporphyrine 1X.

167
A. Stadler, C. O. Kapp&ur. J. Org. Chen001 919925
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3) Couplage de bras espaceurs diaminés

Ce couplage peptidique est assuré par le systenBeOPYDMAP utilisé en exces (2
équivalents de chaque réactif par fonction carbque) dans du DMF anhydre, avec les
mémes conditions opératoires que celles décrites Kietape précédente. Pour la synthese du
chromophore24a, l'introduction du 1,8-diamino-3,6-dioxaoctane g@kde le chauffage par

micro-ondes a 150W, pendant 7 minutes (figure Tj-1

PyBrOP, DMAP
+ oy
OH  wn MO (7min, 150W) N
(o] L\O
A\, .,
0 0
0 / L\ L\

.ﬁ : :
23 1éq. 2 éq. 24a

Figure 111-17 :Couplage peptidique avec le systtme PyBrOP/DMABIist par micro-ondes.

Par la méme méthode, I'utilisation du 1,11-diami)6;9-trioxaundécane a permis d’obtenir

le compos&4b.

4) Protection des dérivés amines

Les amines24a et 24b sont ensuite protégées sous forme de carbamatésnbi¢] par

traitement avec I'agent FmocOSu (figure 111-18).

0 N:

)

" )
fpond ¢ &,

F TA, 3 heures.

(o}
CHCI, anhydre

Amine primaire nucléophile: FmocOSu Amine protégée:
24an=2 25a n=2
24b n=3. 25b n=3.

Figure 111-18 :Protection d’une amine primaire par le groupenkenbc.
Cette substitution nucléophile de type 2 a lieusdéan chloroforme, et le seul produit

secondaire est le NHS, hydrosoluble. La méthodéodage spectro-photométrique (détaillée
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pages 80-81) a permis d’établir la présence depgmments Fmoc a hauteur de 0,71 millimole
par gramme de résine pour le comp®Saet 0,76mmol./g. pou25b, ce qui correspond a des
rendements globaux respectifs de 65% et 69% sigrétapes. Avec de tels taux de greffages,

ces résines sont utilisables comme support de &yatheptidique.

5) Libération des molécules cibles des supports de

synthese
Finalement, les molécules cibles sont obtenuesajgérochage des supports solides : traités
en milieu acide (TFA) en présence de scavengetsgealS) les résine®5a et 25b donnent
respectivement les compos&a et 26b (figure 111-19) avec des rendements globaux dé®,4
et 8,1%.

TFA-TIS-eau
(95-2,5-2,5)

—_— >
“\/‘[‘o’\'kn\o ‘(O_g TA, 3 heures
E

25a n=2 26a n=2
25b n=3. 26b n=3.

O

Figure 111-19 :Obtention des produits fina®6a et26b par décrochage de leur support de synthése.

Réalisés dans le DMF, les spectres UV-visible desposés6a et 26b (tableau 11I-1) sont
de typeétio. La bande de Soret présente un déplacement vblsug390nm), traduisant des
phénoménes d’agrégation de typfaee to face> qui sont a I'origine de l'insolubilité de ces

composés dans I'eau.

Tableau llI-1 :Spectres UV-Visible, réalisés le DMF, a 20°C, plesrcomposégbaet 26b.

Amaxest donnée en nanométrese$t le coefficient d’absorption, & 20°C, en L.thoir?).

Composés Soret \Y 1 [l I

26a 3905 (111,8)] 4909 (55) 5233 (4,9) 5698 (43) 21,6 (2,0)
26b 390,5(109,7)| 4909 (5,2) 523,3(4,8) 569,8 (4,8) 21,8 (2,6)

La masse molaire de nos produits a été confirmesgeatrométrie MALDI, dont les résultats

sont résumeés dans le tableau IlI-2.
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Tableau llI-2 :Spectrométrie de masse par la méthode MALDI

Composés Masse molaire calculée Masse de l'ion quasi-
(uma) moléculaire observé (uma
26a 915,11 916,09
26b 959,17 960,10

Les spectres RMNH des composé&6a et 26b comportent les signaux attendus pour ces
structures. En particulier, aux signaux précédenmécrits poul?2 s’ajoutent le proton de la
liaison amide, résonnant sous la forme d'un sirtgald,lppm, ainsi que les signaux des
protons des bras éthyléne glycol, qui résonnens sadorme de multiplets, a 3,39ppm pour
Ha ; 3,48ppm pour H(compos&6a) ou 3,49ppm pour Rkl (compos&6b). Les protons H,

¢, d, edu composé6a résonnant, quant a eux, entre 3,68 et 3,85ppm.sgEaux se
retrouvent sur le spectre du compdgb, intégrant pour quatre protons de plu$ €HHg).

Les spectres RMN dd’C (J-MOD) présentent également les sighaux attempdus ces
structures. En plus des signaux décrits [@Jon observe le signal du carbone quaternaire de
la liaison amide qui résonne a 170,3ppm. Les cab@h et (F (26a) (Ch pour26b) des bras
éthyléne glycol résonnent respectivement a 404l @ppm ; Les autres carbones secondaires
résonnent, quant a eux, a 70,61pprh,(€ dpour26a; Cb, c, d, et gpour26b) et 73,2ppm
(Ce pour26aet Gy pour26b).

La synthése des homologu26a et 26b est un développement et une optimisation de la
méthode qui nous a permis de préparer le compasién effet, les étapes de couplages sont
réalisées sous micro-ondes, ce qui réduit les tem@pstionnels au minimum et permet de
disposer d’'une approche dont la rapidité d’exécuéist remarquable puisque 'ensemble des
étapes peut étre réalisé en une journée. Bienagugyhthéses d#ba et 26b comportent une
étape de moins que celle @88 nous remarquons cependant que les rendements fawant

comparables.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ce travail, nous avons élaboré pour ptemiére fois des
photosensibilisateurs hybrides constituées naesotritolylporphyrines portant le peptide
cyclovEGI, véritable vecteur moléculaire assurant uration spécifique au niveau desgo-
vaisseaux, formés par et pour les tumeurs canaseNsus avons réalisé ces syntheses selon
une approche convergente, en couplant des coristrscgholéculaires par I'établissement de
liaisons amide, ou par formation d’un triazole dligubstitué, grace a une cycloaddition 2+3
de « Click-Chemistry » Ces molécules hydrosolubles suscitent un graméréin en tant
gu'agents photosensibilisateurs de troisieme géoéra pouvant étre utilisés pour
diagnostiquer ou traiter les tumeurs cancéreusass e but d'établir la sélectivité et la
spécificité de ces composeés, des egrars/o sont actuellement en cours de réalisation par le
docteur Muriel Barberi-Heyob, du centre anti-canédexis Ventrin, laboratoire CRAN,
UMR 7039 du CNRS, a l'université de Nancy.

Dans un second temps, nous avons mis au point @tieode de synthese originale
pour la préparation de dérives mono-aminés dedeporphyrine 1X naturelle. Pour préparer
ces acides aminés porphyriniques, nous avons d#lane approche de synthése multi-
étapes sur support solide, qui peut étre mise emeoele maniere simple et rapide. Grace au
chauffage par micro-ondes, il est possible de séaliensemble du processus en un temps
raisonnable. Ces acides aminés porphyriniques thtobtenus sous formes protégeées
(NHFmoc), supportées ou non, ce qui en fait desheyrs fort utiles car ces composés sont
facilement intégrables dans la séquence d’'une égatheptidique en phase solide. En outre,
ces molécules constituent des réactifs de choix pélaboration contrdlée d’oligomeres
photosensibilisateurs composés de motifs porplyues reliés entre eux par des liaisons
peptidiques.

Nous envisageons dans la continuité de ce tradfaitiliser ces nouveaux synthons
porphyriniques pour la préparation d’autres photeg®lisateurs hybrides porteurs du peptide
cycloVEGI. En effet, il serait intéressant de compagespécificité de ces agents en fonction
de la longueur du bras espaceur et de la positiochdomophore, puisque nos synthons
permettent la synthése de peptides incluant unel{mieurs) porphyrine(s) au sein de leur

séquence cyclique.
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Enfin, l'activité photodynamique de tous ces congsosera a etablir et a comparer en
fonction de la nature du chromophore. A ce titrélaboration de photosensibilisateurs
dérivés des chlorines ou des benzoporphyrinesnegagée car ces chromophores absorbent
davantage la lumiere dans le domaine du rouge. fiat, @vec cette longueur d’onde
excitatrice qui pénétre davantage les tissus, ugenantation de I'efficacité anti-cancéreuse
pourraient étre obtenue.

132



BIBLIOGRAPHIE

133




134



! sanders J.K.MThe Porphyrins Handbookol.lll (Inorganic, organometallic and coordiratichemistry), Kadish, K.M.,Smith
K.M.,Guilard R. (Eds)1999

2h, Fischer, H. Orth Die Chemie des Pyrralsol. I-lll, 1934-1940

3H.B.F. Dixon, A. Cornish-Bowden, C. Liebecq, K.lloening, G. P. Moss, J. Reedijk, S. F. VelickyBnetianer, J. F. G. Vliegenthart ;
Pure Appl. Chem1987, 59, 779-832.

w. Jentzen, M. C. Simpson, J. D. Hobbs, X. Sondgria, N. Y. Nelson, C. J. Medforth, K. M. Smith, Meyrat, M. Mazzanti, R.
Ramasseul, J.-C. Marchon, T. Takeuchi, W. A. GadidarA. ShelmuttJ. Am. Chem. Sqd 995 117, 11085-11097.

5 M. Perutz ;Pour la sciencel979 16, 71-85.

5L R.Milgrom ; The Colors of Life: an Introduction to the Chemysdf Porphyrins and Related Compoun@sford Univ. PresdUK,
1997, 249-260.

M. GoutermanJ. Mol. Spectrosg1961, 6, 138-163.

k.M. Smith,Porphyrins and Metalloporphyrind975 p 910, Elsevier Amsterdam.

o H.Fischer, H. OrthDie Chemie des Pyrrald934-1940vol. I-lll, Akademische Verlagsgessellschaft, pzg..
19°E. D. Becker, R. B. Bradleyd; Chem. Phys1959 31, 1413-1414.

1R Janson, J.J. Kathe Porphyrins Handbogkol. IV, Ed. D. Dolphin,academic Prek879

23 m. Craig ;The Porphyrins Handbogkol. V, Ed. K. M. Kadish, K. M. Smith, R. Guilarii999

Br R Janson, J. J. Kafghe Porphyrinsvol. IV, Eds D.Dolphin, Accademic Pred879

YE A Walker, Proton NMR and EPR Spectroscopyarabfhagnetic Metalloporphyrins, the Porphyrin HandboolEds.: K. M. Kadish,
K. M. Smith, R. Guilard), Academic Press, San DjegA, 200Q p. 81.

B G.N La Mar, J. D. Satterlee, J. S. De Ropp, Narciagnetic Resonance of HemoproteinsTlre Porphyrin HandbookEds.: K. M.
Kadish, K. M. Smith, R. Guilard), Academic Presan®iego, CA200Q p. 185.

16 a) G. N. La Mar, J. D. Satterlee, J. S. De Ropg;léar Magnetic Resonance of Hemoproteinghie Porphyrin Handbootgds.: K. M.
Kadish, K. M. Smith, R. Guilard), Academic Presan®iego, CA2000 p. 185.

b) L. Banci, |. Bertini, C. Luchinat, P. Turano,|®ion Structures of Hemoproteirig, The Porphyrin Handboo{Eds.: K. M. Kadish, K.
M. Smith, R. Guilard), Academic Press, San Diegh, 2000 p. 323.

g, Pacholska-Dudziak, L. Latos-Grazynski, Eurndrd.Chem.2007, 2594-2608.

BR.. Abraham, G. E. Hawkes, M. F. Hudson, K. MitBmJ. Chem. Soc., Perkin Trans.1375 3, 204-211
19 E. Rusconi, J. M. Schmittenalusis Magazinel 998 26, 13-17.

vl Karas, D. Bachmann, U. Bahr, F. Hillenkanipt; J. Mass Spectrom. lon ProcessE387, 78, 53-68.
ZLp_J. Rothemundl, Am. Chem. Sod.935 61, 2912-2915.

#2p_J. Rothemund, A. R. Menotti; Am. Chem. Sod.941, 63, 267-270.

B a.D. Adler, F. R. Longo, J. D. Finarelli, J. Goldoher, J. Assour, L. Korsakoff; Org. Chem.1967, 32, 476.
%R G. Little, J. A. Anton, P. A. Loach, J. A. Iberd Heterocycl. Chem1975 12, 343-349.

%5 A. M. A. R. Gonzalves, M. M. Pereiral; Heterocycl. Chem1985 22, 931-933.

2 3.s. Lindsey, H. C. Hsu, I. C. Schreimafefrahedron Lett1986 27, 4969-4970.

2. s. LindseyThe Porphyrins Handbookol. | (Synthesis and Organic Chemistry), K.M.digh, K.M. Smith, R. Guillard (Eds)999.

135



Bs. Lindsey, S. Prathapan, T.E. Johnson, R.W. &fagetrahedron1994 50, 8941-8968.

2p, Oulmi, P. Maillard, J.-L. Guerquin-Kern, C. Hudl. Momenteau). Org. Chem 1995 60, 1554-1560.

0y, Vignaud, R. Granet, P. Krausk,Porphyrins phtalocyanind 0(7),2006 937-941.

3L W. Siedel, F. Winkler Liebigs Ann. Chem1943 54, 162-201.

32 T. Nguyen, M. O. Senge, K. M. Smitl.;Org. Chem.1996 61, 998-1003.

B4 Fischer, H. Friedrich, W. Lamatsch, K. MorgehrpTechn. Hochschule, Munchen. Arit®28 466, 147-178.
34 1. Fischer, R. ZeileAnn. Chem1929 98, 468

= a) G.P. Arsenault, E. Bullock, S.F. MacDonald Am. Chem. Sod. 96Q 82, 4384-4389.
b) R. B. Woodward Angew. Chem196Q 72, 651-662.

38 R. B.Woodward Pure Appl. Chem1961, 2, 383-404.

3L Sessler, M.R. Johnson, S.E. Creager, J.Gngett J.A. Ibers]). Am. Chem. Sp&12, 93101990
®s. LindseyThe Porphyrin HandbogK.M. Smith, R. Guilard (Eds), Academic Press Bugton, MA, 1999
39 C-H. Lee, J. S. LindseJetrahedron50, 114271994

*9'D.M. Wallace, K. SmithTetrahedron Lett.31, 72651990

a1 Ema, Y. Kurroda, H. Ogoshietrahedron Letf.32, 45291991

4283, Littler, Y. Ciringh, J. S. Lindse} Org. Chem.1999 64 (8), 2864-2872.

B G R Geier, J.B. Callinan, P. D. Rao and J. Sd&d@y ;J. Porphyrins Phthalocyanin@&901 5, 810-823

44 3. L. sessler, J. W. Genge, A. Urbach, P. Sans@ynlgtt 1996 2, 187-188.

45 a) K.M. Smith,Porphyrins and Metalloporphyrin&.M. Smith (Ed.), Elsevier, Amsterdadt®75 29-58.
b) P.S. ClezyAust. J.Chenl991, 44, 1163.

8 1. Fischer Org. Synth. Coll. Vol. 11442-4431955

“"R. F. Labbe, G. Nishid&iochem. Biophys. Actap, 437,1957,

“8 1 H. Inhoffen,Naturwissenschaftef1968, 55(10), 457-462.

PR, Willstatter, M. UtzingerJustus Liebigs Annalen der Chem(@#911), 382, 129-94.

0y, Fischer, W. Seidel, L. Le Thierrjustus Liebigs Annalen der Chen(933, 500, 137-202.

1R, Willstatter, Y. AsahinaJustus Liebigs Annalen der Chem({910, 373, 227-238.

26, Jori, J. D. Spike®hotobiochemistry of porphyrin§opics in photomedicin&.C. Smith Ed., Plenum Press, New Yd1$84
53 G.0. SchenckAngew. Chem 69, 5791957

>* £ M.K. Mansour, P. Maillard, P. Krausz, S. GaspardGiannot J. Mol. Cat, 41, 3611987

*p. Mansuy, J.M. BerdBioinorganic catalysis]. Reedijk Ed., M. Dekker, Inc., New YolQ93 395-468.
%8 b. MansuyPure and Appl. Chem1987, 59, 759-770.

STE Montanari, L. Caselldvletalloporphyrins Catalysed Oxydationduwer Accademic, Dordrecht,994

136



%7 Groves, T. E. Nemo, R. S. Mye¥fsAm. Chem. Sqd. 979 101 (4), 1032-1033.

%9 3. T. Groves, R. S. Myerd, Am. Chem. Sqd 983 105, 5786.

€0 M. Filatov, N. Harris, S. Shaikingew. Chem. Int. EA999 38, No. 23, 3510-3512

®1 3. T. Groves, T. E. Nemd, Am. Chem. Sqd 983 105, 6243.

52 3.7. Groves, P.ViskiJ. Am. Chem. Sd.989 111(22), 8537-8538.

8 p. Mansuy, P. BattionBioinorganic catalysis). Reedijk Ed., Marcel Dekker, In6993 395-468.
% p. Mansuy, P. Battioni, J.P. Renaud, P. GuelirChem. Soc. Chem. Comms5,1985

& p, Maillard, J.L. Guerquin-Kern, M. Momentedwtrahedron Lett32, 49011991

% a) P.A. Grieco, T.L. Stukl. Am. Chem. Sqcl12, 77991990
b) T.L. Stuk, P.A. Grieco, M.M. March, Org. Chem 56, 29571991

67 a) G.L. Labat, J.L. Seris, B. Meuniémgew. Chem., Int. Ed. Engp9, 14711990
b) B. MeunierChem. Rey 92, 14111992

68 J. HaberM. Kosowski, J. Potowicz]. Mol. Cat. A: Chem201, 1-22003 167-178.
89 3. M. Lehn, M. Kirch, J.-P. Sauvage, R. ZiessalRecherchel98Q 11, 205.

LR Milgrom ; The Colors of Life: an Introduction to the Chemyjstf Porphyrins and Related Compounds
Oxford Univ. Press, UKL,997, 151.

&N Jesionek, H. von Tappeinédunch. Med. Wochenscht903 41, 2042-2051.

2 E. Meyer-BetzDtsch. Arch. Klin. Med1913 112, 476-503.

3 A. Policard, A. LeulierCompt. Rend. Soc. Bipl924 91, 1422-1433.

"EH.. Figge, G. S. Weiland, L. O. J. Manganijéimc. Soc. Exp. Biol. Medl948 68, 640-641.

SR. L. Lipson, E. J. Baldesrch. Dermatol. 196Q 82, 508-516.

8 R.L. Lipson, E.J. Blades, A.M. Olseh,Natl. Cancer.l.1961, 26, 1-12.

71, 3. DoughertyJ. Natl. Cancer Inst1974 52, 1133-1136.

81 3. Dougherty, J. KaufmaGancer Res1978 38(8), 2628-2655.

"9 K. R. Weishaupt, C. J. Gomer, T. J. Doughe€gmncer Res1976 36, 2326-2329.

806, Jori, J. D. Spike$”hotobiochemistry of porphyrins. Topics in phatdimine.K.C. Smith Ed., Plenum Press, New Yd1$84
81 R. BonnettNew Scientist55,1989

82E D. Sternberg, D. Dolphin, C. BriickneFetrahedron1998 54, 4151-4202.

8 3. Moan Photochem. PhotobiglL99Q 6, 343-347.

811, Dougherty; W. R. Potter, K. R. Weishautfipgress in Clinical and Biological Researd®84 170, 301-314.
8 M. M. Ressler, R. K. PandeyCHEMTECH 1998 28, 39-45.

8R. Bonnett, B. D. Djelal, A. Nguyed, Porphyrins Phthalocyaning8001, 5, 652-661.

137



8 1.R. Nathan, D. E. Whitelaw, S. C. Chang, W. Red,é”. M. Ripley, H. Payne, M. C. Parkinson, M. Emin, A. R. Gilliams, A. R.
Mundy, S. G. BownJ. Urology, 2002 168, 1427-1432.

8s. 6. Bown, A. Z. Rogowska, D. E. Whitelaw, W. Rels, L. B. Lovat, P. Ripley, L. Jones, P. WyldGAliams, A. W. R. HatfieldGut,
2002 50, 549-557.

89 G. A. Kostenich, I. N. Zhuravkin, E. A. Zhavrieihotochem. Photobiol 994 22, 211-217.

90 1. 3. DoughertyPhotochem. Photobigl1993 58, 895-900.

s H. Selman, D. Albrecht, R. W. Keck, P. Brenrfarnkond,J. Urology, 2001, 165, 1795-1801.

92 3. L. Sessler, R. A. MilleBiochem. Pharm200Q 59, 733-739.

SRR Allison, G. H. Downie, R. Cuenca, X.-H. Hu,L H. Childs, C. H. SibataPhotodiagn. Photodyn. TheR004 1, 27-42
%p. James, N. Swamy, N. Paz, R. Hanson, R. Bagorganic & Medical Chemistry Lette(4999, 9 (16), 2379-2384.

SN, Swamy, D. James, S.C. Mhor, R. Hanson, R. R&ggrganic & Medical Chemistr{2002, 10(10), 3237-3243.

SR Schneider, F. Schmitt, C. Frochot, Y. Fort, Mutette, F. Guillemin, J.-F. Mdller, M. Barberi-H#y, Bioorg. Med. Chem13, 2009,
2799-2808.

. Kaldapa, J. C. Blais, V. Carré, R. Granet, M, 8b Guilloton, M. Spirg and P. KrausZletrahedron Lett41, 331-3352000Q

% a) N. Ono, M. Bougauchi, K. MaruyamBetrahedron Lett 33, 16291992
b) G. Gasiraghi, M. Cornia, R. Bortolidi,Org. Chem 59, 18011994

% b. oulmi, P. Maillard, J.-L. Guerquin-Kera, Org. Chem 60, 15541995

100) 0. Gaud, R. Granet, M. Kaouadiji, P. Krausz, Bl@is, G. BolbachCan. J. Chem74, 4811996

b) M. Momenteau, P. Maillard, M.-A. De Bélind. Carrez, A. CroisyJ. Biomed. Opticst, 298,1999

101y, Sol, F. Lamarche, G. Garcia, M. Enache, R. GravieGuilloton, J.C. Blais and Pierre Kraug&iporg. Med. Chem14,2006 1364-
1377.

102 2 A. Casero, P.M. Wostel, Med. Chem4,2001, 1-25.
103y, sal, 3. C. Blais, V. Carre, R. Granet, M. Gilo, M. Spiro, P. Krausz, Org. Chem.1999 64, 4431-4444.

104¢, Frochot, B. Distasio, R. Vandresse, J.M. BelyDodeller, F. Guillemin, M. L. Viriot, M. BarbéHeyod,Bioorg.Chem 35 007
205-220.

195y chaleix, V. Sol, M. Guilloton, R. Granet, P.a(sz Eur. J. Org. Chem2003 1486-1493
108/ Chaleix, V. Sol, M. Guilloton, R. Granet, P.4(sz Tetrahedron Let45 (2004 5295-5299
076, Bergers and.. E. Benjamin. ,Nat. Rev. Cancef, 401-4102003.
108 .
R. Kalluri., Nat. Rev. Cancef, 422-4332003.
109 p.ReynoldsA. T. Grazul-Bilska, an®. A. Redmer/nt. J. Exp. Pathol.83, 151 2002).
110 J.Li, Y.-P.Zang, ancR. Kirsner,Micros. Res. Tecltvol. 60, 107-1142003.
111
J.Folkman,Nat. Med. 1, 27-31 1995.
12 3. FolkmanNew England Journal of Medicing971 285, 1182-1186.

BG.H. Fong,J. RossantM. Gertsenstein, anid. L. Breitman,Nature376:66-74 1997).

138



114 a) N.FerraraK. Houck,L. Jakeman, anB. W. Leung,Endocr. Rev.13, 18-32 1992.
b)N. FerraraKidney Int.,.56, 794-8141999.
¢) A.Bikfalvi, R. Bicknell, Trends Pharmacol. Sc3, 576-582Z002.

M5 3.Kim, B. Li, J.Winer, M. Armanini, N. Gillett, H. S.Phillips, andN. FerraraNature362, 841-844X993.
"oy m. Muller, Proceeding of National Academy of Sciend&s\, 94, 7192-71971997).
178 A Keyt,H. V. Nguyen,L. T. BerleauC. M. Duarte J. Parke H. Chen, andN. Ferrara,). Biol. Chem.271, 5638-56461096).

118 L. Bello, V. Lucini, F. CostaM. Pluderi,C. GiussaniF. Acerbi, G. CarrabbaM. PannacciD. Caronzolo S. Grosso S. Shinkaruk F.
Colleoni,X. CanronG. Tomei,G. Déléris, andA. Bikfalvi, Clin. Cancer Res10, 4527-45372004).

119 o Bikfalvi, Biochem. Pharmacol§8, 1017-10212004.

120 Zilberberg,S. Shinkaruk 0. Lequin,B. RousseauM. HagedornF. Costa,D. CaronzoloM. Balke,X.CanronO.Convert,G. Lain, K.
Gionnet,M. GoncalvesM. Bayle,L. Bello, G. ChassaingG. Déléris, andA. Bikfalvi, J. Biol.Chem.278, 35564-35573003.

2y, Goncalves,K. EstieuGionnet, T. Berthelot, G. Lain, M. Bayl,Canron N. Betz,A. Bikfalvi, and G. Déléris Pharma. Res22, 7,
2005

122 ¢ B. Merrifield,J. Am. Chem. Sqa85 (14), 2149-2154,963

121 Blundell, G.G. Dodson, E. Dodson, D.C. Hodghh Vijayan,Recent. Prog. Horm. Res(1979), 27, 1.

1245 A KatesPeptides, Chemistry, Structure, Biology, Prb8th American Peptide Symposium, ESCOM Leid€84
1251 staudinger, J. MeyeHelv. Chim. Acta2, 635-6461919

126\/. Chaleix, V. Sol, Y.-M. Huang, M. Guilloton, R.rénet, J.-C. Blais, P. Krausz, EQrOrg. Chem2003 1486-1493.
127 A. Decréau, J. P. Collman, Y. Yang, Y.Yan, andKNDevaraj,J. Org. Chem2007, 72, 2794-2802

1285 c. Bagley, K. Barlosint. J. Peptide Protein. Res36, 356 1990.

1294 Hgeg-Jensen, M. H. Jakobsen, C. E. Olsen, AmHbétrahedron Lett 32, 7617-76201091).

1301 s, Bernatowicz, S. B. Daniels, Hubert Kos&etrahedron Lett 30, 4645-46481089.

131 ¢ G. Fields, D.H. Lloyd, R.L. Macdonald, K.M. Ottes R.L. NoblePept.Res 4, 95 (991).

132 5 E. Reid, R.J. SimpsoAnal. Biochem 200, 301 1992.

1335, Coste, D. Le-Nguyen, B. Castietrahedron Lett31, 205-208 1990.

184 Carpino, E.-F. AymanChem. Commun2, 201-2031994.

135, carpino, , E.-F. Ayman, F. Albericid, Org. Chem.995 60, 11, 3561-3564.

136 a) W.S. Horne, C.D. Stout, M.R. Ghadili,Am. Chem. So2003 125, 9372-9376. b) W.S. Horne, M.K. Yada, C.austM.R.

Ghadiri,J. Am. Chem. So2004 126, 15366-15367.
1374, . Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharplessngew. Chem., Int. E2001, 40, 2004—2021.
138 Tornge, C.W.; Christensen, C.: Meldal, 81 Org. Chem2002, 67, 3057—3064.

139 Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Shiass, K. BAngew. Chem., Int. EQ002 41, 2596—2599;
10 Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V.V. Rostovtsev, Noodleman, K.B. Sharpless, V.V. Fokih,Am. Chem. Sq@005 127, 210-216.

4lg Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V.V. Rostovtsev, Noodleman, K.B. Sharpless, V.V. Fokih,Am. Chem. Sq&005 127, 210-216.

139



142R. Mantesch, A. Krasinski, Z. Radic, J. RausheT&ylor, K. B. Sharpless, H. C. Kolb, Am. Chem. So2004 126, 1280912818

143 M. Malkoch, R.J. Thibault, E. Drockenmuller, M. Messchmidt, B. Voit, T.P. Russell, C.J. HawkerAm. Chem. So2005 127,
14942-14949.

144g 1, Wilkinson,Laurent F. BornaghBally-Ann Poulseaand Todd A. Houstofetrahedror?006 62, 8115-8125

15 Pérez-Balderas, M. Ortega-Mufioz, Julia Mor&lasfrutos, F. Hernandez-Mateo, F.G. Calvo-Florés, Qalvo-Asin, J. Isac-Garcia,
F. Santoyo-GonzaleQrg. Letters2003 5, 11, 1951-1954.

148/ V. Rostovtsev, L.G. Green, V.V. Fokin, K.B. Shies, Angew. Chem. Int. E2002, 41(14), 2596-2599.
147 c W. Tornge, C. Christensen; M. MeldalOrg. Chem2002, 67, 3057-3064.
1482 A. Decréau, J.P. Collman, Y.Yang, Y.Yan, andINedevarajd. Org. Chem2007, 72, 2794-2802

149 a)P. Boullanger, V. Maunier, D. Lafon€arbohydr. Res 324,200Q 97-106.

b) E. Saxon, C. R. Bertoz&8cienc&87, 200Q 2007-2010.
1505 p. park, J.-H. Oh, D. Lim, Tetrahedron Lett., 2302 6309- 6311.

1513, H. Furhop, C. Demoulin, C. Boettcher, J. KonidgSiggel J. Am. Chem. Sqcl992 114, 4159.
152 K Mcwilliams, J. W. Kelly,J. Org. Chem1996,61, 74087414

153 3.'s. Nowick, M. Pairish, I. Q. Lee, D. L. HolmdsW. Ziller,J. Am. Chem. S0d997, 1195413-5424.

B4y Kadish, K. M. Smith and R. Guilar@he poprhyrin HandbogBoston: Academi200Q vol.6

15 vy Pavlov,Russian Journal of Organic Chemist®007, Vol.43, No.1, p1-34

158 5hu. S. Wangl. Am. Chem. Sq@5, 1328- 13331973

157G, Lu, S. Molsovy). Org. Chem 46, 34331981

158y Wwang, S. R. WilsoriTetahedron Lett 38, 40211997

159 A s. Kiselyov, R. W. Armstrongetrahedron Lett 38, 61631997

1605, Patai, ChemHalides Pseuddalides and AzideZ,. Rappoport Eds., Wiley, Chichester, U983 Vol. 1, p. 321.
161 . K. Surya Prakash, M. Arvanaghi, G.A. Olal9rg. Chem 1983 48, 3358.

162pLaszlo, E. Polialetrahedron Lett1984 25, 3701.

183 £ Biron, N. VoyerChem.Commun2005 4652-4654.

164y, Stratos, G. loannis, K. Voyagi, P. Mamosb, D. Paganoual etrahedron Letterd3 2002 2597-2600.

1654) 3. . Davies, J. Howe, J. Jayatilake, T. Rilejters in Peptide Scieno (1997, 441-445.

b) R. T. Pon, S. YWBioconjugate Chemistry10, 6, 1051-10571099.

166 2) H.Yang, Y. Peng, G. Song, X. Qidietrahedron Letterd2 200 9043-9046.

b) A. Stalder, C.O. Kapp&etrahedrorb7 001) 3915-3920.
167 A stadler, C. 0. Kapp&ur. J. Org. Chem2001, 919925
188 £ Kaiser Anal. Biochem.34, 595, (1970).
169 5, Loupy, A. HaudrechyMéthodes et Techniques de la Chimie Organi@@renoble Sciences Ed4909.

1701 perreux; A. LoupyTetrahedron2001, 57, 9199-9223.

140



PARIIE
EXPERIMENTALE

141




142



|- REACTIFS ET SOLVANTS

Concernant la synthése peptidiqgue en phase stdideipport utilisé est une résine 2-
chloro-chlorotrityle fonctionnalisée a 1,6mmolefgrae : elle provient de chez Advanced
Chemtech, tout comme les acides aminés N-(9-flybmdéthoxycarbonyle, Fmoc) qui
constituent lecycloVEGI. A la seule exception de IB-phénylalanine, les autres acides
aminés utilisés sont de configuratinaturelle [). Les acides aminés trifonctionnels ont été
utilisés sous formes protégées a savoir :

- La fonctiona-carboxyligue de l'acide glutamique est protégéesstmrme d’ester
allylique (All).

- L’amine primaire de la chaine latérale de laHrgsiest protégée sous forme de
carbamatetértbutoxycarbonyle, Boc).

- L’hétérocycle imidazole de I'histidine, ainsi qliemide primaire de la glutamine
sont protégés avec un groupement trityle (triph@égthyle, Trt).

- La fonction guanidino portée par I'arginine esttpgée par le groupement 2,2,4,6,7-
pentaméthyl-5-sulfonyldihydrobenzofurane (Pbf).

Les couplages peptidiques ont été réalisés au mdgesolutions commercialisées a
cet effet par Applied Biosystems : il s’agit du am&je équimolaire HBTU/HOBt a 0,5M dans
la NMP, et de la solution de DIEA a 2M dans la NMP.

Les autres réactifs et solvants utilisés au coer<el travail sont recensés dans le
tableau suivant. Ces composés sont utilisés eat It réception, aprés avoir contrdlé leur
pureté (essentiellement par CCM, et spectroméRje lLeurs éventuels traitements y sont
egalement mentionnés : ils ont été realisés setmn drocédures classiques, décrites

notamment dans Mogel’'s Textbook of Practical Organic Chemis@*ﬁf/meédition, 1989).

) i o Abréviations Traitements
REACTIFS & SOLVANTS (pureté) Origines i
communes éventuels
Dégazé a I'Hélium puis
Acétonitrile (solvant de qualité HPLC: +99,9%) VWR MeCN filtré sur membrane
(0,2pm)
Acide acétique glacial [99-100%] (PA) Fisher Labosi AcOH -
Acide chlorhydrique fumant [37% en poids] (PA) Fashabosi HCkoncentré -
Acide propanoique (99%) Acros Etad -
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REACTIFS & SOLVANTS (pureté)

Acide trifluoroacétique (99%)
Alcool 9-fluorene méthylique (99%)
Anhydride acétique (+99%)

Anisole [méthoxy-benzerde(PA)
(+)-L-Ascorbate de sodium (PA)
Azoture de sodium (+99%)

Bromure de propargyle

En solution (a 80% en poids) dans du toluéne
Carbonate de potassium anhydre (PA)

4-carboxy-benzaldéhyde

Chlorhydrate de N,N’-diméthylaminopropyl-éthyl-
carbodiimide (+98%)

Chloroforme (99,9%)
Chloroforme anhydre
Chlorure de méthanesulfonyle [chlorure de mégyep%o)
Chlorure de sodium (PA)

Chlorure de thionyle [SO€]I(99,5%)
Diacétate de Zinc, dihydrate (98%)

Dichlorométhane (99,8%)
Dichlorométhane anhydre.

N,N-diisopropyl-éthylamine (+99%)
4,4-diméthylaminopyridine (99%)
Diméthylacétamide (99%)

Diméthylformamide (+99%)
Diméthylformamide anhydre [50ppmeau] (99,5%)

Ethanol (absolu)

Ether de pétrolerfactiona0-65°¢ (+99%)

144

Origines

Acros
Acros
Aldrich
Prolabo
Sigma

Fluka

Aldrich

Acros

Acros

Acros

SDS

Aldrich
Acros

Aldrich
Prolabo

SDS

Sigma
Acros
Acros

Acros

Acros
Elvetec

SDS

Abréviations

communes
TFA

Fmoc-OH

Anisole

2CBs

EDC

CHEI

MsCI

NaCl

SOod

DCM

DIEA
DMAP
DMACc

DMF

EtOH abs.

EP

Traitements

éventuels

Etuvé a 100°C
24 heures

Distillé sur POs puis

Cakp

Utilisé en solution

agueuse saturée

Distillé sur POs puis

Cakb



REACTIFS & SOLVANTS (pureté) Origines
Ether diéthylique (PA) VWR
N-(9H-Fluoren-2-ylméthoxycarbonyloxy)succinimide3¢a) Acros

Hexafluorophosphate de 2-(1H-benzotriazolyl)-13-3,

i i i Fluka
tétraméthyluronium

Hexafluorophosphate dgs-pyrrolidino-bromo-

hosohoni Novabiochem
phosphonium

Hexafluorophosphate de tris-pyrrolidino-phosphoniurn  Novabiochem

Hydrogénocarbonate de sodium (99%) Acros
4-hydroxybenzaldéhyde (99%) Acros
1-hydroxybenzotriazole Acros
N-hydroxysuccinimide (+98%) Acros
Méthanol (pour HPLC) Fisher
N-méthylpyrrolidone anhydre
[50ppm= eau] (99,5%) Aeros
Phénol (99%) Acros
Protoporphyrine IX (#95%) Sigma
Pyridine anhydre (99,75%) Sigma
Pyrrole Acros
Résine Wang (1,1mmoles/qg) réticulée a 1%DVB Fluka
Sulfate de Cuivre, pentahydraté (PA) Prolabo
Sulfate de Magnésium, trihydraté (99%) SDS
Tertiobutanol Prolabo
Tétraéthyléne glycol (99,5%) Acros
Tetrahydrofurane (+99%) VWR
Tetrahydrofurane anhydre -
Thioanisole (99%) Acros
para-Tolualdéhyde Acros
Toluéne (+99%) SDS
Toluéne anhydre Aldrich
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Abréviations Traitements

communes éventuels
EO -

FmocOSu -

HBTU

PyBrOP

PyBOP -

Utilisé en solution
NaklCO

agueuse saturée

HOBt
NHS -

MeOH -

NMP

PhOH -
Pp IX -

Distillé sous pression

réduite
CuSO -
MgSO -

tBuOH -

THF -
Distillé sur Potassium.

Distillé sous pression

réduite



REACTIFS & SOLVANTS (pureté)

Triéthylamine (+99,5%)
Tri-isopropylsilane (98%)
Tri-nbutylphosphine (95%)

Triphénylphosphine (99%)

Origines
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Fluka
Acros
Acros

Aldrich

Abréviations

communes
BN
TIS
nBus
PPh

Traitements

éventuels



- ANALYSES ET PURIFICATIONS PAR
CHROMATOGRAPHIES

1) Chromatographies analytiques

Chromatographie sur Couche Mince (CCM analytique)
La pureté des réactifs et des produits ainsi gésolution des réactions sont controlées par
CCM, sur gel de silice. A cet effet, les plaqueslwhinium recouvertes par 0,2mm de silice
60Fs5, sont utilisées. Pour I'analyse des composés antes plaques sont préalablement
traitées par migration d'un mélange DCM £NE(90/10) puis séchage.
La révélation est ensuite obtenue par unglusieurs des méthodes suivantes.
— Observation directe, pour les chromophores,
— Observation sous lampe UV (254nm), pour les asép aromatiques.
— Pulvérisation d’'une solution révélatrice, cheiparmi celles indiquées ci-dessous, puis
chauffage.
e Solution aqueuse de permanganate de potassiude(KyInO: dans 100mL
d’eau) pour révéler notamment les alcénes et leg®t
e Solution d'orcinol (0,1g d'orcinol dans 80mL d'eat 20mL d'acide
sulfurique concentré) pour révéler notamment |kerét esters et les amides.
e Solution de ninhydrine (0,1g de ninhydrine dansnBQde tert-butanol et
1mL d’acide acétique glacial) pour révéler les amiprimaires et secondaires.
e Solution de triphénylphosphine (0,5g de PBans 100mL de THF et 1mL
d’eau distillée) pour révéler les azotures. La pagst trempée dans cette solution,
puis séchée a I'air libre. Les amines primairesidiormées sont alors révélées avec la

solution de ninhydrine.

Chromatographie Liquide Haute Pression (RP-HPLC andstique)
Les peptides sous formes déprotégées ainsi quedéurés porphyriniques sont analysés par
chromatographie liquide haute pression, en phas®mshaire inverse (RP-HPLC), au moyen
d’'une colonne analytique C18 Hibar Purosphere (2806mm) de chez Merck. Au débit de
1mL/min, I'élution est réalisée par gradient degpipé, en utilisant deux éluants : le mélange
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A (0,1% de TFA dans I'eau) et le mélange B (0,1%0 8& dans un mélange acétonitrile/eau
en 70/30). La détection des peptides est réalisEeiam ; une détection supplémentaire est

pratiquée vers 430nmrfiax) pour les peptides porphyriniquset 17.
2) Chromatographies préparatives

Chromatographie Liquide Haute Pression (RP-HPLC sempréparative)

Les peptides porphyriniques déprotédbs 16 et 17 sont purifiés sur une colonne
préparative C18 Hibar Purosphere de chez Merck.riésnges A et B sont utilisés pour
réaliser I'élution, au débit de 4mL/min, selon Eadients de polarité déterminés pour des
RP-HPLC analytiques.

Chromatographie sur colonne de silice
Les purifications sont réalisées avec des colondes2 a 5cm de diametre,
conditionnées sur 20 cm de hauteur avec de leediiiel de silice Merck MCL-CHROM,
granulométrie : 15-4im) dispersée dans le mélange éluant choisi.
Pour les composés aminés, les colonnes sont moawéesune suspension de silice
dans un mélange éluant — triéthylamine (90-10)othiite en exces, la triethylamine libre est

finalement éliminée de la colonne par le passagedant choisi.

Chromatographie sur Couche Mince de silice (CCM prparative)
Un gel de silice (80g de silice Merck 60PF254disée dans 220mL d’eau) est étalé
en une couche épaisse de 2mm sur six plaques de (@&x20cm) alignées sur un banc.
Aprées séchage a I'air libre, les plaques sont &s¢#00°C pendant 2 heures) avant usage.
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Il — ANALYSES PHYSIQUES

Les spectres RMN ont été enregistrés au sein dordedire du groupe de Chimie Bio-
Organique de Bordeaux sur un appareil Bruker Adea&8@0, a 300,13MHz pour le proton et
75,46 MHz pour le carbone 13; ou bien sur 'appaeiker DPX-400 du Service Commun
de I'Université de Limoges, respectivement a 400/t& et 100,62 MHz. Les déplacements
chimiques §) sont exprimés en ppm, en prenant le tétramétagksi(TMS) comme référence
interne. Les constantes de coupldgsont exprimées en Hz. Les abréviations utiliséms p

nommer les figures sont: s (singulet), d (doublét),(double doublet), ddd (double double
doublet), t (triplet), dt (double triplet), ddt (dole double triplet), q (quadruplet), quint

(quintuplet), m (multiplet). Les figures élargiesngportent un « él » en indice.

Les spectres UV-Visible ont été réalisés sur urctspphotomeétre Perkin EImer Lambda 25.
Dilués & des concentrations de I'ordre d& 4010°M, les échantillons sont placés dans des
cuves en quartz dont le trajet optique est de 1@s.longueurs d’ondes correspondant aux
absorbances maximales sont exprimées en nanonfeimgset les coefficients d’absorption

molaire €) en M*.cm™.

Les spectres IR sont réalisés sur un appareil ®PeBtmer 310 FT-IR Spectrometer
SPECTRUM 1000. L'analyse est réalisée apres édluammage en pastille de KBr. Les

nombres d’onde sont exprimés en‘tm

Les spectres de masse MALDI ont été effectués aworatoire de Chimie Structurale

Organique et Biologique de I'Université Pierre ear Curie - Paris VI par les Dr. Jean-
Claude Blais et Sandra Alves par désorption lasec ain spectromeétre a temps de vol
Voyager Elite. Les spectres de masse haute résojujuant & eux, ont été réalisés sur un

appareil Micromas Autospec-Q.
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V- SYNTHESES

Les précurseurs ducyclovVEGI :

Synthése Peptidique en Phase Solide

| - Chargement du premier acide aminé sur résine 2hloro-chlorotrityle 1

O 4O .
(O p O
Q o—( cl
i~
(0]
o
=
Dans 10mL de DCM anhydre contenant 1mL (6,29mmoRk&séq.) de DIEA, 638mg

(1,56mmoles ; 5éq.) de Fmoc-Glu-OAll sont solubsis Cette solution est additionnée a

\

240mg (0,312mmoles ; 1éq.) de résine 2-chloro-olibyle. Aprés 2 heures d’agitation a
température ambiante, la résine est isolée paatfdn sur fritté (porosité 4) puis lavée
successivement avec 3x10mL d’'un mélange DCM/MeOHA(17 : 2 : 1), puis 3x10mL de
DCM, 2x10mL de DMF et 3x10mL de DCM.

Apres une nuit de séchage sous le vide d'une pammdettes (sur KOH), le taux de
greffage est déterminé en pesant deux échantitlengsine dans des fioles jaugées de 50mL
(4,9mg pour E1; 5,2mg pour E2). 500uL d’'une solutile pipéridine a 20% dans le DMF
sont additionnés dans E1, E2, ainsi que dans ote\ide afin de préparer un blanc. Durant
les 15 minutes qui suivent I'addition, les fiolessagitées pour garantir un bon contact entre
les billes de résine et la solution de pipéridiheis chaque fiole est remplie jusqu’au trait de
jauge avec du DMF, et les mélanges sont homogéngaséagitation. Le blanc est utilisé pour
faire le zéro du spectrophotometre a la longueondé de 301nm, puis les absorbances sont
mesurées pour les solutions E1 (0,481) et E2 (0,3@0formule T=(AbgyxVol)/(7800xM)
permet de déterminer le taux de greffagd dei est de 0,63mmole/gramme de résine.

Abszy; étant I'absorbance de la solution mesurée a 30Mumin(en mL) le volume de la solution,: coefficient
d’extinction molaire de I'adduit formé : sa valeest de 7800 Mcm' (dans le DMF pouk=301nm): et M, la

masse (en gramme) de I'échantillon de résine.
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Il - VEGI supporté, sous forme linéaire protégée 2

o
FmocNH DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)—Pro—His(Trt)—GIn(Trt)—GIy—GIn(Trt)—His(Trt)—IIe—GIy\f o o
cl
o

HN
-

Dans le réacteur en téflon du synthétisApplied Biosystems 433#ont introduites
0,25mmoles del. La synthése peptidique en phase solide est ééabglon la méthode
« Fastmoc 0,25mmole » pour laquelle nous avons rgnamé des doubles couplages
conditionnels. L'’itération des cycles de déprotatiiavages et couplage-lavages permet

d’obtenir le peptide souhaité sur résine, sous édiméaire protégee.

Il — CyclovEGI supporté, sous forme protégée 3

o
|
o
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu cl

Clivage de l'ester allylique Sur un bain d’huile chauffé a 40°C sont disposgisxd

ballons de 50mL. 1,59g (0,25mmoles ; 1€q.) deneéBisont introduits dans un ballon, le
second étant chargé avec 966mg (0,83mmole ; 3éqgPddPP%),. Les réactifs sont alors
soumis au vide d'une pompe a palettes pendant ledi@vant leur utilisation. Sous Argon,
20mL d’'un mélange CHGIACOH/NMM (37/2/1) sont ensuite agités avec Pd@@PH.a
suspension obtenue est transférée dans le batioter@ant2 puis ce mélange est agité
manuellement, toutes les 15 minutes pendant 3 &elia résine est ensuite isolée par
filtration (sur fritté porosité 4) et lavée sucdesment avec 50mL d’une solution a 0,5% (en
volume) de DIEA dans la NMP, suivis par 50mL d'wswdution 0,5% (en masse) de diéthyl-
dithio-carbamate de sodium dans la NMP, puis 50eD@&M, 50mL d’une solution a 1M de
HOBt dans la NMP, 50mL de NMP et 50mL de DCM panir f

Clivage du groupement Fmoc N-terminalSéchée une nuit sous le vide d’une pompe
a palettes, la résine est alors traitée avec 50fnbedsolution a 20% (en volume) de
pipéridine dans la NMP. Aprées 3 heures a tempé&ambiante, la résine est récupérée par

filtration, puis successivement lavée avec 50mlnd’solution a 1M de HOBt dans la NMP,
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50mL de NMP, puis avec 50mL de DCM. La résine éshée en une nuit sous le vide d’'une
pompe a palettes (sur KOH).

Cyclisation : Sous Argon, a température ambiante, 1,11g de résineagités dans
20mL de NMP. 210uL (1,2mmoles ; 6éq.) de DIEA, 3§3i®,60mmoles ; 3éq.) de PyBOP
et 80mg (0,60mmoles ; 3éq.) de HOBt sont succes&re introduits. Le milieu réactionnel
est agité tant que la présence d’amines primauedessupport de synthése est mise en
évidence par le test de KaiSeAprés 48 heures, la cyclisation est compléetet(flesKaiser
négatif). La résine est alors lavée avec 50mL dePNBDmML de DCM et 50mL de MeOH
puis séchée une nuit sous le vide d’'une pompe étteal(sur KOH) : 1,05g d& sont ainsi

obtenus.

* Le test qualitatif proposé par Kais&rpermet de rapidement caractériser rapidement la
présence d’amines primaires sur la résine. Poar;, gelelques billes de résine sont prélevées
au milieu réactionnel et sont abondamment lavégéttdanol : I'échantillon est séché puis
transféré dans un tube en verre. Deux gouttes @ueh solution révélatri¢® sont
additionnées et le tube a essai est mis a I'etti28°C, 5 minutes). Si les billes de résines
deviennent rouges, le test est positif.

** Trois solutions de révélateur sont préparées motest de Kaiser :

e Solution A : solution éthanolique de ninhydrine f&gfimL).

e Solution B : solution éthanolique de phénol (4g/mL)

e Solution C : mélange de 2mL d’une solution aqueles&CN (1mM) avec 98mL de
pyridine.

188 £ Kaiser Anal. Biochem.34, 595, (1970).
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IV — CycloVEGI sous forme libre protégée 4a

o

jl\ OH
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu

Dans un réacteur spécial (présenté page suivamteprhposé3 (1,02g) est agité
pendant 2 minutes avec 10mL de DCM contenant 0,2%dA. La suspension est alors
filtrée et le filtrat est collecté dans un balloantenant 20mL d’'une solution a 10% de
pyridine dans MeOH. Cette opération est répétédailsx la résine est finalement rincée avec
du DCM (3x30mL) puis du MeOH (2x30mL). Le filtrasteconcentré a I'évaporateur rotatif :
lorsque son volume est réduit a 5%, 40mL d’eauéglasont alors ajoutés provoquant la
précipitation d’'un solide blanc qui est isolé pérdtion (sur fritté porosité 4). Aprés lavages
a I'eau glacée (3 x 15mL), le solide est séché sougle d’'une pompe a palettes (sur KOH).
580mg deda sont ainsi obtenus (solide blanc, rendement massi§5%). Afin d’analyser ce
composé par spectrométrie de masse (MALDI), unrédiuan est déprotégé en utilisant la
méthode présentée ci- dessous. La masse obtenberstelle attendue pour le cycloVEGI
déprotége.

SM (MALDI) : 1998.01 (valeur calculée :1998.36)

Procédure utilisée pour la déprotection des peptide

Les clivages des groupements protecteurs des dmsctportées par les chaines
latérales des molécules peptidigdes 4b, 16 et 17 sont réalisés a température ambiante, en
traitant le composé avec une solution préparéaessolgdant 0,75g de phénol dans un mélange
de TFA (10,0mL), de thioanisole (0,50mL), d’eaub(@mL) et de TIS (0,25mL). Apres trois
heures d’agitation, le mélange est concentré apeérateur rotatif. Lorsque le volume est
réduit de 95%, I'addition de 50mL d’éther diéthyfmméalablement refroidi sur un bain de
glace) provoque la formation d’'un précipité. Leid®lainsi formé est recueilli par filtration
(sous ciel d’Argon, sur fritté porosité 4), puisédaa |'éther froid (3 x 20mL). Puis il est séché

une nuit, a température ambiante, sous le videedpurmpe a palettes (sur KOH).
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Réacteur utilisé pour les synthéses sur support soé

o \'\'\.
AN £ =y sapt
LR N —— i Pium
2 F—, j fﬂ,g”ﬁjl “
1 @
@ —l. \ A=
L

disque &n verre
fritte

o robinet
r ‘r/___,-f" quart de tour
' 'ﬂ

Schéma du réacteur Systémé d#lisé pour les étapes de synthéses peptidiquiséés manuellement.

Le réacteur utilisé pour les synthéses sur supmdide est constitué d'une enceinte en verre
passivé de 20 mL munie a sa base d'un disque ea fvité associé a un robinet quart de
tour. En fonction des besoins, cette ouverturessarélanger les réactifs ou a séparer le filtrat.
Le mélange étant assuré par bullage d’argon,ttatiibn se fait sous poussée de ce méme gaz,
via l'ouverture située a I'apex du montage. Le réactmmporte également une ouverture

latérale équipée d'un septum, permettant l'introdaoales réactifs.
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CycloVEGI protégé et modifié 4b

o

H
j\N N
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu \/\[o/\']’ 3

3

Sous Argon, sont additionnés 20,9mg (55,2umoléX9én;.) de HBTU et 23,7mg de
HOBt (175,3umoles; 3,1é9.) a une solution de 196,(55,8umoles; 1 éq.) d&a dans 5mL
de NMP anhydre. Lorsque la dissolution des réa&ss complete, 62uL (355,9umoles ;
6,3€q.) de DIEA sont introduits. Apres 5 minuteagitation a température ambiante, 19,9mg
(91,0umoles; 1,6éq.) désont additionnésAprés 48 heures d’agitation & TA, le milieu est
concentré a I'évaporateur rotatif. L’addition d’efaaide précipite le produit qui est recueilli
par filtration sur fritté (porosité 4). Aprés uneiinde séchage (sur KOH) sous pression
réduite, 194mg déb sont obtenus sous forme d’un solide blanc (94% aeasse théorique).
Un échantillon est déprotégé pour analyse MALDbsde mode opératoire décrit page 153 :
la masse trouvée est de 2198,20 ce qui corresptanthasse attendu (2198,60) pour la forme

déprotégée du peptide cycliquk),
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1,11-dimésylate de 3,6,9-trioxaundecane 5

0 O

I 5 C o—n__
—ﬁ—o\/\o/\/o\/\o/\/ g

O A D

Dans un bicol de 500mL, sous vive agitation maguéti 19,59 (100mmoles; 1§ge
tétraéthylene glycol, 90mL (646mmoles; 6,46é&te triethylamine et 100mL de DCM sont
refroidis a -5°C par un mélange glace/sel (3:1).mayen d’'une ampoule isobare (surmontée
d'une garde de Cag)| une solution de 17,0mL (220mmoles; 1,)é&te chlorure de mésyle
dans 10mL de DCM est additionnée, en goutte a gotdét maniere a ce que la température du
mélange ne dépasse pas 10°C. Lorsque I'additioressinée, le bain réfrigérant est retiré.
Apres 90 minutes a température ambiante, le mélasgeerse (sous vive agitation) dans un
erlenmeyer contenant 1 litre d’eau distillée. Lag#aqueuse est éliminée par décantation, la
phase organique est d’abord lavée avec une solatieuse d’HCI a 1M, puis avec une
solution aqueuse saturée de NaHG® x 400mL). Apres séchage (sur MgJ@t filtration
sur fritté (porosité 4), le filtrat est évaporé squession réduite. Le résidu obtenu est purifié
par chromatographie éclair sur colonne de silic@ X24cm, élution isocratique avec le
mélange DCM/MeOH en 95/5). 34,3g du compbsdnt ainsi obtenus (rendement molaire

98%, huile marron fortement lacrymogéne).

Rf = 0,60 (DCM/MeOH: 95/5).
RMN H (400,13MHz, CDGJ, 25°C) en ppm :

3,08 (s, 6H, @), 3,62-3,68 (M, 8HHc etHp), 3,76 (t, 4H3J=4,6 Hz,Hg), 4,37 (t, 4H3J=4,4 Hz,H,).
RMN *3C (100,62MHz, CDCI3, 25°C) en ppm :

37,59 CHs), 68,94C,), 69,47Cg), 70,42Cc ).70,55 Cp).

IR (cm™): 2912, 2873, 1678, 1134.
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1,11-diazido- 3,6,9-trioxaundecane 6

B C
N~ OSSN

A D

Dans un ballon de 500mL équipé d’'un réfrigérantreamté d’'une garde a Cacl
34,3g (98mmoles; 1égde 5 sont solubilisés par vive agitation magnétiqguesdafOmL
d’EtOH absolu et 50mL de DMAc. 26,0g (400mmolegy.#él’azoture de sodium sont alors
additionnés, puis le mélange réactionnel est pauéreflux pendant 6 heures. Apres
refroidissement a température ambiante, le mélasgeersé dans un erlenmeyer contenant
200mL d’eau distillée et 200mL de DCM. Aprés 15 ates d’agitation, la phase aqueuse est
eliminée par décantation. La phase organique es¢la I'eau distillée (3 x 200mL), puis avec
une solution aqueuse saturée de@@ (3 x 200mL). Aprés séchage (sur Mgt
filtration (sur papier plissé) le solvant est élia I'évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est
séché une nuit sous le vide d’'une pompe a palatied{OH. 23,90g du compo$ésont ainsi

obtenus (rendement quantitatif, huile translucide).

Rf = 0,67 (DCM/MeOH: 95/5).

RMN *H (400,13MHz, CDGJ, 25°C)& en ppm :

3,39 (t, 4H23=5,16Hz,H,), 3,65-3,69 (M, 12Hg Hc etHp).
RMN *3C (100,62MHz, CDG], 25°C)5 en ppm :

50,30 Cn), 69,95Cs) et 70,49 Cc. p).

IR (cm™): 2912, 2873, 2106, 1678, 1134.
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1-amino-11-azido- 3,6,9-trioxaundecane 7

B C F G
HzN\/\O/\/O\/\O/\/ Ny

A D E H

Dans un erlenmeyer de 500mL, 10,98g (45mmoles;) #n6 sont solubilisés par
150mL d’ERO et 20mL de THF sous vive agitation magnétiqués G0OmL d’une solution
agueuse d’HCIl a 1M sont introduits. Au moyen d’uamapoule isobare, une solution de
11,84g 45mmoles ; 1éyde PPhdans 100mL d'EBO est additionnée goutte a goutte sur 60
minutes. L’agitation est maintenue jusqu’'a l'arcét dégagement d’Azote (environ 120
minutes), puis le mélange est décanté : la phaganmue est extraite avec 2x50mL d'HCI
1M. Les phases aqueuses acides réunies sont saawee du NaCl, puis rendues basiques
(pH=14) par addition de NaOH en pastilles. La plaganique surnageante est récupérée par
décantation, puis la phase aqueuse est extraite d&etoluéne (3 x 70mL). Les phases
organiques réunies sont lavées avec une solutioeuaq saturée de NaCl (2x100mL), puis
séchées sur pastilles de KOH. Apres éliminatiorsalvant sous pression réduite, le résidu
obtenu est purifié par chromatographie éclair lorme (20 x 4cm) de silice (*). L'élution
est réalisée selon un gradient de polarité, ersami le mélange DCM/MeOH (100/0-90/10).
Sont ainsi obtenus 6,57g du compa@géendement 67%, huile translucide jaune)

Rf (*) = 0,35 (DCM/méthanol : 90/10).
(*) Silice préalablement neutralisée par migraiitum mélange DCM/EN en 90/10.

RMN *H (400,13MHz, CDGJ, 25°C)& en ppm :

2.71 (t, 2HH,); 3.25 (t, 2HHy); 3.37 (t, 2HH3); 3.48-3.72 (M,10HHcp-eFG).

RMN *3C (100,62MHz, CDGJ, 25°C)& en ppm :

41.2 Ca), 50.3Cy), 69.9-70.3 Ccp-eFc), 72.8Cg).

IR (cmi™): 3360; 2909; 2870; 1774; 2110; 1124.

SM (haute résolutiongalculée pour gH;9N405; (M+H) 219.1457. Trouvée : 219.1462.

158



5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-tritolylporphyrine 8

COOH

L (O

o = O

Dans un bicol de 500mL, muni d'un réfrigérant suntéod’'une garde a Calkt
equipé d’'une ampoule isobare de 10mL, sont sosdslo,73g (9,6mL; 81lmmoles; 3gde
para-olualdéhyde fraichement distillé et 4,069 (27mraplq) de 4-carboxybenzaldéhyde
dans 300mL d’acide propanoique par chauffage sagsagitation magnétique. L'ampoule
est alors chargée avec 7,5mL (108mmoles;)4dg pyrrole fraichement distillé. L’addition
est réalisée a l'abri de la lumiéere, goutte a gouth 15 minutes. Le reflux est maintenu
pendant encore 90 minutes, puis le mélange réadtiast refroidi. Aprés une nuit & +4°C,
les porphyrines cristallisées (3,60g) sont redesilpar filtration sur Blchner et lavages a
I'éthanol absolu (3x20mL). La purification est fiéak par chromatographie sur colonne de
silice (20 x 5cm) éluée selon un gradient de pgmélange chloroforme/éthanol absolu :
100/0 - 90/10). Sont ainsi obtenus 800mg du comp@4&%, cristaux violets).

Rf = 0,53 (chloroforme/éthanol absolu: 90/10).

UV-visible [CHCL] A (e x 10%) : 420(689,3); 517(23,2); 553(10,6); 592(5,1); 648(4,7

RMN *H (400,13 MHz, CDGJ, 25 °C)8 (ppm):

-2.77 (br.'s, 2 H, NH), 2.71 (s, 9 H, @H7.55 (d,2J=7.8 Hz, 2 H, Ha 35), 7.53 (d,2J= 7.4 Hz, 6 H, 3,5-H
35), 8.33 (d,°J= 7.8 Hz, 2 H, Hy 2¢), 8.48 (d,°J= 7.4 Hz, 6 H, Hro12,¢), 8.78 (d,°J=4.5 Hz, 2 Hyy py), 8.89 (br.
S, 6 H, H o).

SM (MALDI): m/z = 701.6 [M + HJ.

159



5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tritolylporphyrine 9

L (O

OH

o = O

Dans un bicol de 500mL muni d'un réfrigérant suntéod’'une garde a Caglet
eéquipé d’'une ampoule isobare de 10mL, 2,8g (22,8es8ndeg de 4-hydroxybenzaldéhyde
et 8,0mL (68mmoles, 38qde paratolualdéhyde sont solubilisés dans 300mL d’acide
propanoique par chauffage au reflux et vive agitatnagnétique. A I'abri de la lumiére,
6,3mL (90,6mmoles, 4 éqde pyrrole (fraichement distillé) sont alors dideinés goutte a
goutte, sur 15 minutes. Le reflux est maintenu pahdncore 90 minutes, et l'agitation
magnétique est poursuivie jusqu’'a ce que le mélawjerevenu a température ambiante.
Aprés une nuit & +4°C, les porphyrines cristalis&@®nt recueillies apres filtration sur
Blchner et lavées a I'éthanol absolu (3x20mL). uaifigation est réalisée sur colonne de
silice (20 x 5cm, élution isocratique avec le mgrwchloroforme/éther de pétrole en 80/20).

Sont ainsi obtenus 913mg du comp8g8,0%, cristaux violets).

Rf = 0,51 (toluéne/acétone: 93/7).

UV-visible [CHCL] A (e x 10%) : 416(363,0); 516(13,5); 552(7,4); 592(4,0); 648(4,2)

RMN *H (400,13 MHz, CDGJ, 25 °C)8 (ppm):

-2.76 (br. s, 2 H, NH), 2.69 (s, 9 H, @H7.15 (d,2J=8.2 Hz, 2 H, H Ar 3,5), 7.53 (d)=7.7 Hz, 6 H, Hro 39),
8.03 (d,%J=8.2 Hz, 2 H, Hy 2¢), 8.08 (d,2J=7.7 Hz, 6 H, Hro12¢), 8.84 (br. s, 6 H, [, 8.93 (d,°J=4.4 Hz, 2
H, HB pyr)-

SM (MALDI): m/z = 673.6 [M + HJ .
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5-[4-(3-propynyloxy)-phényl-]-10,15,20-tritolylporphyrine 10

Q=

o = O

A l'abri de la lumiére, dans un ballon de 10mL mdhine garde de Cagll30mg
(193umoles ; 1éyde9 et 140mg (970umoles; 5¢agle K,CO; anhydre sont additionnés a
8mL de DMF anhydre sous agitation magnétique. $oatiite introduits 110uL (970umoles;
5éqg) de bromure de propargyle (en solution a 80% dhangoluéne). Aprés 24 heures a
température ambiante, le milieu est dilué avec 5@talLchloroforme, lavé a I'eau distillée
(3x75mL), puis avec une solution aqueuse saturédNalel (75mL). Aprés séchage sur
MgSO, et filtration sur papier, la phase organique estpérée sous pression réduite pour
donner un solide violet. Aprés chromatographie calonne de silice (20 x 5cm, élution
isocratique: chloroforme/éther de pétrole en 8Q/2@8mg delO sont obtenus (rendement

molaire 97%, cristaux violets).

Rf = 0,78 (chloroforme).

UV-visible [CHCL] A (e x 10°) : 427(380,2); 526(14,7); 562(8,2); 603(4,8); 659(4,8)

RMN 'H (400 MHz, CDC}, 25 °C)& (ppm):

-2.77 (br. s, 2 H, NH), 2.68 (s, 9 H, @H4,98 (t,°J=2,2Hz, O-CH popargyid, 2,68(t,%J= 2,5H2, C-Hyopargyid;
7.15 (d,23=8.2 Hz, 2 H, Hy 35), 7.53 (d,J=7.7 Hz, 6 H, 3,5-H35), 8.03 (d,2J=8.2 Hz, 2 H, Hy »¢), 8.08 (d,
3J=7.7 Hz, 6 H, Hro12¢), 8.84 (br. s, 6 H, kby), 8.93 (d2J=4.4 Hz, 2 H, H,,»).

MALDI : 711,9[M+H]*
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5-[4-(3-propynyloxyphényl)]-10,15,20-tritolylporphyrinato Zinc 11

Qo -

o = O

A labri de la lumiere, dans un ballon de 50mL ¢guid’'un réfrigérant, 50mg
(70umoles) del0 et 56mg (255umoles; 3,6€q.) de diacétate de @nt solubilisés dans
25mL de THF sous agitation magnétique. Le mélarsjgerté au reflux pendant 2 heures,
puis évaporeé sous pression réduite : le solidenolést repris avec du chloroforme (2x20mL).
La phase organique est lavée a l'eau distillée @OmL) puis séchée sur MgaQAprés
filtration sur papier, et évaporation sous pressiéduite, 54mg dell sont obtenus

(rendement quantitatif, cristaux violets).

Rf =0,77 (chloroforme)
UV-visible [CHCL] A (e x 10°) : 425(460,0); 554(15,6); 596(6,2).
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5-[4-(amido-3,6,9-trioxaundeca-11-azido)-phényl]-1Q5,20-tritolyl-
porphyrine 12

o = O

A I'abri de la lumiere et sous Argon, dans un haltte 10mL sont introduits 155mg
(221pmoles ; 1éyde 8, 90mg (442mmoles ; 28qd’EDC, 38mg (331mmoles ; 1,5¢qle
NHS et 5mL de chloroforme anhydre. Aprés 45 minuategjitation, 100mg (459umoles; 2
€g) de7 sont additionnés au mélange. Le milieu réactioesehgité pendant 6 heures, dilué
avec 15mL de chloroforme, lavé a I'eau distilléex(30mL), puis avec une solution aqueuse
saturée de NaCl (20mL). Aprées séchage sur MgaQiltration sur papier, la phase organique
est évaporée sous pression réduite. Le résidu wletstralors purifié sur colonne de silice (20
x 3cm), avec le mélange DCM/MeOH selon un gradienpolarité (99/1 - 90/10). 195mg du

composél2 sont ainsi obtenus (rendement 98%, cristaux \ahlet

Rf = 0,54 (dichlorométhane/méthanol: 95/5).

UV-visible [CHCL] A (e x 10%) : 420 (189.4), 517 (7.6), 552 (4.1), 591 (2.4)7 2.3).

RMN H (400 MHz, CDC}, 25 °C)3 (ppm):

-2.77 (br. s, 2 H, NH), 2.70 (s, 9 H, @H3.39 (t,2=5.2Hz), 3.48 (t2J=5.2Hz), 3.62-3.65 (m,2H), 3.68-3.70 (m,
2H), 3.72-3.76 (m, 4H), 3.79-3.85 (m, 4H), 7.55:7.8 Hz, 6 H, Hro 35), 8.08 (d,°3=7.8 Hz, 6 H, Hry 2,
8.25 (d,°J=8.3 Hz, 2 H, Hy 2¢), 8.78 (d,2J=4.7 Hz, 2 H, H,,,,), 8.86 (br. s, 6 H, [y

SM (MALDI): m/z = 902.10 [M + H].
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5-[4-(amido-3,6,9-trioxaundeca-11-amino)-phényl]-1a5,20-tritolyl-
porphyrine 13

SER®

A l'abri de la lumiére, dans un ballon de 10mL, d@b6(216umoles; 1épde 12 et
170mg (650umoles; 38gde triphénylphosphine sont solubilisés par agitamagnétique
dans 5mL de chloroforme. Sont ensuite introduit§dO (5,5mmoles) d’eau dans 1mL de
THF. Aprés 6heures d’agitation a température anjade milieu réactionnel est évaporé
sous pression réduite. Le résidu solide obtenpuegié sur une colonne de silice*(20 x 3cm)
€luée selon un gradient de polarité, avec le mél@@gM/MeOH (100/0 - 90/10). Sont ainsi

obtenus 89mg du compo%8 (rendement de 47%, solide violet).

Rf* = 0,50 (dichlorométhane/méthanol: 90/10).
*Silice préalablement neutralisée par migratiomndnélange DCM/EN en 90/10.

UV-visible [CHCL] (e x 10°) : 420 (185.8), 517 (7.8), 552 (3.8), 591 (2.17 §1.9).

RMN *H (400 MHz, CDC}, 25 °C)5 :

-2.77 (br. s, 2 H, NH), 2.70 (s, 9 H, @H2.81 (br. s,2H), 3.48 (£)=5.2Hz, 2H), 3.62-3.65 (m, 2H), 3.68-3.70
(m, 2H), 3.72-3.76 (m, 4H), 3.79-3.85 (m, 4H), 4(B6 s, 2H) 7.55 (£J=7.8 Hz, 6 H, Hro 35), 8.08 (d2J=7.8
Hz, 6 H, Hroi2¢), 8.25 (d2J=8.3 Hz, 2 H, Hy 2¢), 8.78 (d,.J=4.7 Hz, 2 H, H,,,), 8.86 (br. s, 6 H, ).

SM (MALDI): m/z = 902.10 [M + HJ .
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5-(4[4-méthylénetriazolyl]-3,6,9-trioxa-11-amino-umécanophényl)-
10,15,20-tritolyl-porphyrinato Zinc 14

O
gYn
NH,
Dans le petit réacteur cylindrique de I'appa®yinthewave 402ont successivement
introduites 70pmoles dédans 2mL de THF, 35mg (161umoles; 2,3ég 11 dans 1mL de
tert-butanol, 20mg (98umoles; 1,4éq.) de L-ascorbatsodaum dans 0,2mL d’eau distillée,
et enfin, 10mg (40umoles; 0,5éq.) de sulfate dereuilans 0,3mL d’eau. Le mélange est
alors soumis 2 minutes aux micro-ondes (puissanée £ 60 Watts). Lorsque le milieu est
revenu a température ambiante, 50mL d’eau distill&ent additionnés, ce qui engendre la
précipitation d’'un solide violet. Récupéré parrétton (sur fritté porosité 4), le solide est
d’abord lavé a I'eau distillée (3 x 20mL), puis awu méthanol (3 x 20mL), et finalement,
avec de I'éther éthylique (3 x 20mL). Apres unet @ séchage sous le vide d’'une pompe a
palettes (sur KOH), sont obtenus 59mdldd€rendement 84%, solide violet).

UV-visible [CHClg] A (e x 10°) : 430 (336.1), 562 (27.3), 605 (23.0).
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5-(4[4-méthylénetriazolyl]-3,6,9-trioxa-11-amino-umécanophényl)-
10,15,20-tritolylporphyrine 15
O

U,

N—

Z2==2

010
S = U -

A température ambiante, une solution de 45mg (4Bgs) deld dans 80mL de
DCM est vigoureusement agitée avec 16mL d’'HCI cotrée(12N) pendant deux minutes.
Aprés décantation, la phase organique est lavabpd a I'eau distillée (2 x 80mL) puis avec
50mL d'eau saturée en NaHGQAprés séchage sur p&O, et évaporation sous pression

réduite, 42mg dé&5 sont obtenus (rendement quantitatif, solide vjolet

Rf = 0,69 (plaque désactivée; éluant : DCM/MeQOHL9)/

UV-visible [CDCL] A (e x 10%) : 420 (572.4), 517 (25.2), 553 (15.0), 592 (8628 nm (7.5).

RMN *H (CDCl, 25 °C)3 (ppm):

-2.77 (s. él., 2 H, NH), 2.70 (s, 9 H, @H2.81 (s. él.,2H), 3.48 (}J=5.0Hz, 2H), 3.62-3.65 (m,2H), 3.68-3.70
(m, 2H), 3.72-3.76 (m, 4H), 3.79-3.85 (m, 4H), 4(862H), 4.88 (s. él., 2H), 4,98 16=2,2Hz, 2H,0.cr2), 7.19
(S, 1Hyiazoi), 7-38 (d2J=8.5 Hz, 2 H, Hy 35), 7.55 (d,2J=7.8 Hz, 6 H, Hro 35, 8.09 (d2J=8.5 Hz, 2 H, Hy 1),
8.13 (d,°J=7.8 Hz, 6 H, Hro26), 8.84 (S. él., 6 H, [y, 8.92 (d3=4.4 Hz, 2 H, H ).

SM (MALDI): m/z = 930.20 [M + HJ .
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“TTP.Am.cycloVEGI* (pour TTP.Amido-cyclovEGI) 16

H

o)
o N
At
N
DPhe-Pro-GlIn-lle-Met-Arg -lle-Lys -Pro-His -GIn-Gly-GlIn-His-lle-Gly-Glu H 3
1 |

Dans un ballon de 10mL équipé d’'une garde de £aGus agitation magnétique, sont
solubilises 77mg (21umoles; 1éq.) da, 20mg (110umoles; 5éq.) dEDC et 12mg
(110pmoles ; 5éq.) de NHS dans 6mL de GH@lhydre. Aprés 30 minutes une solution de
20mg (24pmoles ; 1,1éq.) d8 dans 3mL de CHGlanhydre est additionnée au mélange, a
l'abri de la lumiere. L’'avancement de la réacti®st suivi par CCM : apres 36 heures, la
réaction est achevée. Le mélange est alors dileé 80mL de CHG| lavé avec de I'eau
(3x30mL) puis avec une solution aqueuse saturédlalel (2x30mL). Apres séchage sur
K,CO;s et filtration sur papier, I'évaporation du chlosahe (sous pression réduite) permet
d’obtenir 96mg d’un solide pourpre. Ce résidu egirdtégé selon la procédure décrite page
153, puis purifié par RP-HPLC. Au débit de 4mL/mliélution est réalisée selon un gradient
de polarité, en trois paliers : ainsi le mélangB Ast initialement utilisé en 60/40 pendant 10
minutes, puis en 50/50 (10 minutes) et finalement @100 (15 minutes). Apres

lyophilisation, 14mg dé&6 sont obtenus (rendement 23%, solide violet).

SM (MALDI) : 2855,67 (masse calculée : 2855,45)
UV-visible [eau]\ (e x 10%) : 438 (181,1), 519 (6,7), 556 (3,0), 589 (1,26 &¢m (1,4).
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“TTP.Triaz.cycloVEGI (pour TTP.Triazolyle-cyclovEGI) 17

.

Ne=n

o
_H\ [r\/OV
N
DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg -lle-Lys -Pro-His -GIn-Gly-GIn-His-lle-Gly-Glu H 8
| I

Dans un ballon de 10mL muni d’'un barreau aimantégeipé d’'une garde de CaCl
sont solubilisés 77mg (21pmoles ; 1€q.)4de 20mg (110umoles ; 5éq.) dEDC et 12mg
(110pmoles ; 5éqg.) de NHS dans 6mL de GHalhydre. Aprés 30 minutes d’agitation a
température ambiante, 25mg (24pmoles ; 1,1éq.1%solubilisés dans 3mL de CHCI
anhydre sont additionnés au mélange, a I'abri dertaére. L’avancement de la réaction est
suivi par CCM : apres 40 heures d’agitation, lectiéa est achevée. Le mélange est alors
dilué avec 30mL de CHgllavé avec de I'eau (3x30mL) puis avec une solugueuse
saturée de NaCl (2x30mL). Aprés séchage siBCx et filtration sur papier. L'évaporation
du chloroforme (sous pression réduite) permet @oibtl10mg d’'un solide pourpre qui est
traité selon la procédure décrite page 153, puigi@par RP-HPLC. Au débit de 4mL/min,
I'élution est réalisée selon un gradient de paamn trois paliers : ainsi le mélange A/B est
initialement utilisé en 60/40 pendant 10 minutags@n 50/50 (10 minutes) et finalement en
0/100 (15 minutes). Apres lyophilisation, 19mg dunposéL7 sont obtenus (rendement 26%,

solide violet).

SM (MALDI) : 2909,54 (masse calculée : 2909,49 )
UV-visible [CDCl] A (e x 10°) : 431 (334,3), 517 (19,8), 554 (12,4), 592 (6685 (6,0).
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Bis - chlorure de protoporphyrinoyle 18

COCI

COCI

A l'abri de la lumiére, dans un ballon de 25mL éxgud’un réfrigérant surmonté d’'une
garde a CaG] 363mg (645umoles) de protoporphyrine IX sonubiisés par 10mL de
chlorure de thionyle. Aprés 6 heures d’agitatioterapérature ambiante, I'exces de chlorure
de thionyle est éliminé a I'’évaporateur rotatifiple résidu solide obtenu est séché 3 heures
dans un dessiccateur syfB, sous le vide d’'une pompe a palettes . Sont alstsinus 411mg
de 18 (rendement quantitatif, solide pourpre). Fortensamtsible a la lumiére et a 'lhumidite,

cet intermédiaire synthétique est engage tel qaest détape suivante.
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Composél9

- OO

COCI

Dans un ballon de 50mL muni d’'une garde a GaCBOmg de résine de Wang
(fonctionnalisée a 1,1mmoles/g) sont gonflés pendih minutes avec 15mL de DCM
anhydre et 1mL (12mmoles) de pyridine anhydre. &b de la lumiére, sous agitation
magnétique, une solution de 411mg (645umolesi&idans 15mL de DCM anhydre est
additionnée a la résine, sous agitation manuelfFe#\4 heures a température ambiante, le
mélange est filtré par poussée d’Argon sur fritbéogité 3. Aprés lavages au DCM anhydre
(3 x 15mL) et séchage sous le vide d’'une pompdeitps, 547mg d&9 sont obtenus (résine
de couleur pourpre). Fortement sensible a la lwemigr a 'humidité, cet intermédiaire

synthétique est engagé tel quel dans I'étape std@van
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Composeé 20

- OO

CON,
A l'abri de la lumiére, dans un ballon de 25mL éxgud’un réfrigérant surmonté d’'une
garde a CaGl, 280mg del9 sont ajoutés a une solution de 195mg (3mmoleQotliae de
sodium dans 15mL de DMF anhydre. Le ballon estiemshauffé par un bain d’huile a 85°C
pendant une nuit. Lorsque le milieu réactionnelreBbidi a température ambiante, la résine
est récupérée par filtration sur fritté porositép8is lavée successivement avec les solvants
suivants : DMF (3 x 30mL), MeOH (3 x 30mL), DCM {830mL), et finalement MeOH
(1x30mL). Apres une nuit de séchage dans un dedsioc sur KOH, sous le vide d’une

pompe a palettes, 340mg 2@sont obtenus (résine pourpre).

IR : La bande caractéristique (2104 Yndes fonctions azoture d’acyle est observée.
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Composeé 21

N4

Sous Argon, a I'abri de la lumiere, dans un balten25mL muni d’un réfrigérant,
125mg de 20 sont additionnés a une solution de 300mg (1,5msnol@0ég de 9-
fluoreneméthanol dans 15mL de toluene anhydre. éamge est porté au reflux pendant 10
heures, puis il est refroidi a température ambidPége filtration sur fritté porosité 3, la résine
est récupérée puis lavée successivement avecudne(4 x 20mL), du DCM (3 x 20mL), et
avec 20mL de MeOH. Apres une nuit sous le vide @’pompe a palettes (sur KOH), 135mg

de21 sont obtenus.
Le taux de fonctionnalisation est alors détermietors la procédure de dosage spectro-

photométrique détaillée page 150, ce qui permetldlié un taux de 0,44mmole/gramme, ce

qui correspond a un rendement global de 40% sis étapes.
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2,4-bis éthényl- 6-(2-carboxyéthyl)-7-(2-amino-[9-&thylene fluorényl-
carbonyloxy] éthyl)- 1,3,5,8- tétraméthylporphyrine22

Dans un ballon de 50mL, 83mg d&l sont agités dans 20mL d’'un mélange
TFA/DCMITIS (50/49/1) pendant 4 heures, a I'abrildelumiére. Le mélange est ensuite
filtré sur fritté porosité 4 et la résine rincéeea2 x 10mL de TFA. Le filtrat est concentré a
I'évaporateur rotatif jusqu’a ce que son volumeé séduit a environ 2mL. Par I'addition de
30mL d’éther éthylique un solide pourpre précipig@res filtration sur fritté porosité 4, le
solide obtenu est rincé par 4 x 20mL d’éther dilth@prés une nuit dans un dessiccateur
garni de KOH, sous le vide d’'une pompe a paleBesy de22 (9,9umoles) sont obtenus

(rendement décrochage 27%).

Rf = 0,33 (DMF/TFA/eau : 8/1/1).

UV-visible [DMF] A (e x 10°%) : 409,6 (90,8) 506,8 (9,6) 542,9 (7,5) 576,0(530,6 (2,9).

RMN 'H (DMSO d)

-3,8ppm (s. €l., 2H, NKymoliqued ; 3,5-4,3ppm (M, 8H, las akyied s 3,6pPM (S, 9H, CHBpyroliqued 5 6,17ppm
(d.d.,J=11,5-1,5Hz ; 2H, Chlnyiqued ; 6,19ppm (d.d.J=11,5-1,5HZ ; 2H, Chlinyiiques ; 6,36ppm (d.d.J=17,8-
1,5Hz ; 2H, CH yinyiqued ; 6,37ppm (d.d.J=17,8-1,5Hz ; 2H, Chlyinyiqued ; 7,66ppm (dJ=7,5Hz ; 6H, Haryiques
18; 27 et 33 ,86ppm (d,J= 7,5Hz; 2H, Hayiiques 43 ; 8,05ppm (d.d., J=11,5-17,8Hz ; 2H, GRiqued ;
10,16ppm (s, 1H, Hésoy;, 10,21ppm (s, 1H, hésoy; 10,27ppm (s, 1H, késo); 10,29ppm (s, 1H, Riés).
RMN **C (DMSO &)

11,5ppm Crgthylesp-pyrroliques ; 21,8 €t 36,9pPM Gras aiyies 46,6ppm carbone tertiaireg;065,6ppm CH gmoc;
97ppm Cméso;, 120,4ppm pour G ¢ s; 125,4ppm pour G 5; 127,0ppm pour G 7; 127,7ppm pour G gt s;
136-148ppm G eip pyrroliques; ; 144,1ppm pour G, sa; 140,8ppm pour les & sa; 157,2ppm COQuamamate

SM (MALDI) : 756,81 (M+HY.
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Composeé 24a

Dans un ballon de 10mL placé sous Argon et a l'atei la lumiere, 318mg
(565umoles; 1éy de protoporphyrine IX sont solubilisés dans 5neLNMP anhydre. Alors
600uL (3,4mmoles) de DIEA, 210mg (1,7mmoles;.Bélg DMAP et 795mg (1,7mmoles ;
3éqg) de PyBrOP sont successivement introduits. Apréeudres d’agitation magnétique a
température ambiante, le mélange est additionr@a§ (0,55mmoles théoriques) de résine
Wang préalablement gonflée dans 1mL de NMP anhydremilieu est alors soumis aux
micro-ondes (150W) pendant 7 minutes. Apres reiffsegment a température ambiante,
500pL (3,4mmoles; 6€gde 1,8-diamino-diéthylene glycol sont introduipsiis le mélange
est une nouvelle fois chauffé par micro-ondes (1p@éhdant 7 minutes. Le mélange est
ensuite filtré sur fritté porosité 4. Apres lavages bullage avec 4 x 20 mL de NMP anhydre,
et 4 x 20 mL de chloroforme anhydre, le composénditi est séché une nuit sous le vide

d’'une pompe a palettes.
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Composeé 24b

O\ NH,

Dans un ballon de 10mL placé sous Argon et a l'atei la lumiere, 318mg
(565umoles; 1é)de protoporphyrine IX sont solubilisés dans 5neLNMP anhydre. Alors
600uL (3,4mmoles) de DIEA, 210mg (1,7mmoles;.Bélg DMAP et 795mg (1,7mmoles ;
3éqg) de PyBrOP sont successivement introduits. Aprégeudres d’agitation magnétique a
température ambiante, le mélange est additionr@an§ (0,55mmoles théoriques) de résine
Wang préalablement gonflée dans 1mL de NMP anhydremilieu est alors soumis aux
micro-ondes (150W) pendant 7 minutes. Aprés refse@ment a température ambiante,
653mg (3,4mmoles; 68qde 1,11-diamino-triethylene glycol sont introduyipuis le mélange
est une nouvelle fois chauffé par micro-ondes (1p@@hdant 7 minutes. Le mélange est
ensuite filtré sur fritté porosité 4. Apres lavages bullage avec 4 x 20 mL de NMP anhydre,
et 4 x 20 mL de chloroforme anhydre, le composéndti est séché une nuit sous le vide

d’'une pompe a palettes.
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Composeé 25a

/

N\/\ o O NH .O
o)\o

72mg de24a sont agités avec 97mg (288umoles) de FmocOSu d@md. de
chloroforme anhydre pendant 3 heures, sous Argtaba de la lumiére. Aprés lavages (par

o]

bullage) avec 4 x 20 mL de chloroforme et séchaye nuit sous le vide d’une pompe a
palettes, 91mg d25a sont obtenus. Le taux de fonctionnalisation estsadléterminé selon la
procédure de dosage spectro-photométrique détgige 150, ce qui permet d’établir un

taux de 0,71mmole/gramme, ce qui correspond anderaent global de 65% sur trois étapes.

Composé 25b

o]
ot )
~ NN\ \/\O/\j'\ O
o} 0o~ "o
87mg de24b sont agités avec 119mg (353umoles) de FmocOSu tamd. de
chloroforme anhydre pendant 3 heures, sous Argtaba de la lumiére. Aprés lavages (par
bullage) avec 4 x 20 mL de chloroforme et séchame nuit sous le vide d’'une pompe a
palettes, 116mg d&5b sont obtenus. Le taux de fonctionnalisation estsatléterminé selon
la procédure de dosage spectro-photométrique léétaihge 150, ce qui permet d'établir un

taux de 0,76mmole/gramme, ce qui correspond anderaent global de 69% sur trois étapes.
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Composeé 26a

OH
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H
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A l'abri de la lumiere, dans un ballon de 50mL, {Pde25a sont agités pendant 4
heures dans 20mL d’'un mélange TFA/DCM/TIS (50/49LE) mélange est ensuite filtré sur
fritté porosité 4 et la résine est rincée avec Axle TFA. Le filtrat est concentré a
I'évaporateur rotatif jusqu'a ce que son volumet séduit a environ 2mL. L’addition de
30mL d’éther éthyligue engendre la précipitatiomrd’solide pourpre. Apres filtration sur
fritté porosité 4, le solide obtenu est rincé a%ec20mL de chloroforme, puis séché une nuit
sous le vide d’'une pompe a palettes sur KOH. 5miguholes) de26a sont ainsi obtenus
(rendement 9,8%).

Rf = 0,30 (DMF/TFA/eau : 8/1/1).

UV-visible [DMF] A (e x 10%): 390,5 (111,8), 490,9 (5,5), 523,3 (4,9), 569,8), 621,0 (2,0)

RMN 'H (DMSO d)

-3,8ppm (s. €l., 2H, NByoiqued 5 3,5-4,3ppm (M, 8H, llas aikyied ; 3,6PPM (S, 9H, CHZpyrroligued 5 3,39ppm (M,
2H, Ha); 3,49ppm (m, 2H, H) ; 3,68-3,85ppm (m, 8H, b c, d, €) ; 4,1ppm (s, 1H, NCO) ; 6,17ppm (d.d.,
J=11,5-1,5Hz ; 2H, CHlyinyiqued ; 6,19ppm (d.d.J=11,5-1,5Hz ; 2H, CHlyinyiqued ; 6,36ppm (d.d.J=17,8-
1,5Hz ; 2H, CH yinyiqued ; 6,37ppm (d.d.J=17,8-1,5Hz ; 2H, Chlyinyiqued ; 7,66ppm (dJ=7,5Hz ; 6H, Haryiques
18; 27 et 33 ,86ppm (d,J= 7,5Hz; 2H, Hayiiques 43 ; 8,05ppm (d.d., J=11,5-17,8Hz ; 2H, GhRiqued ;
10,16ppm (s, 1H, khéso); 10,21ppm (s, 1H, khéso); 10,27ppm (s, 1H, héso); 10,29ppm (s, 1H, késo.
RMN **C (DMSO @)

11,5ppm Gretnylegs-pyrroliques 3 21,8 €t 36,9pPM Gras aiyies 40,1ppm G, ; 41,6ppm G ; 46,6ppm G, 65,6ppm CH
Fmoc; 70,6ppmM Gy ¢ a5 73,2ppm G ; 97ppm Creso; 120,4ppm G e 55 125,4ppm G et 5; 127,0ppm G o1 7;
127,7ppm G e16; 136-148ppM G eip pyrroliques; + 144,1pPM Gy, 0a; 140,8ppm G 5a; 157,2ppm COQarpamate
170,4ppm CQmige

SM (MALDI) : 916,09 (M+HY.
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Composeé 26b
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A l'abri de la lumiére, dans un ballon de 50mL, ¥lde25b sont agités pendant 4
heures dans 20mL d’'un mélange TFA/DCM/TIS (50/49LE) mélange est ensuite filtré sur
fritté porosité 4 et la résine est rincée avec Pl0de TFA. Le filtrat est concentré a
I'évaporateur rotatif jusqu'a ce que son volumet $éduit a environ 2mL. L’addition de
30mL d'éther éthylique engendre la précipitationrd’solide pourpre. Aprés filtration sur
fritté porosité 4, le solide obtenu est rincé pe2@mL de chloroforme, puis séché une nuit sur
KOH sous le vide d'une pompe a palettes. 8mg (8dlpsh de26b sont ainsi obtenus
(rendement 11,7%).

Rf = 0,26 (DMF/TFA/eau : 8/1/1).

UV-visible [DMF] A (e x 10%): 390,5 (109,7), 490,9 (5,2), 523,3 (4,8), 569,8), 621,0 (2,6)

RMN *H, DMSOd6,5 en ppm:

-3,8ppm (s. €l., 2H, NBroiqued ; 3,49ppm (m, 2H, H) ; 3,5-4,3ppm (M, 8H, llas ayied ; 3.6ppm (s, 9H, Ckk.
pyrrolique ; 3,68-3,85ppm (m, 12H,Jc, d, e, f, 9 ; 4,1ppm (s, 1H, NCO) ; 6,17ppm (d.dJ=11,5-1,5Hz ; 2H,
CHa vinyiiques ; 6,19ppm (d.d.J=11,5-1,5Hz ; 2H, Chinyiiques ; 6,36ppm (d.d.J=17,8-1,5Hz ; 2H, Chlinyiiques) ;
6,37ppm (d.d.J=17,8-1,5Hz ; 2H, Chlyinyiqued ; 7,66ppm (dJ=7,5Hz ; 6H, Hayiiques 1.8 2,7 et 3 7,86ppm (d,
J= 7,5Hz ; 2H, Hariiques 43 ; 8,05ppm (d.d., J=11,5-17,8Hz ; 2H, Ghliqued ; 10,16ppm (s, 1H, Hnéso),
10,21ppm (s, 1H, héso); 10,27ppm (s, 1H, khéso); 10,29ppm (s, 1H, kés).

RMN **C (DMSO @)

11,5ppm Crginylesp-pyrroliques > 21,8 €t 36,9pPM Gras aiyies 40,1ppm G, ; 41,6ppm G, ; 46,6ppm G 65,6ppm
CHz Fmoc; 70,6pPM G, ¢, q,e; 73,2PpPM G5 97pPM Creso; 120,4ppm G e s; 125,4ppm G et s; 127,0ppm G
7: 127,7ppm G ot 6; 136-148ppm G, et 4 pyrroliques; 5 144,1ppM G, 0a 5 140,8ppm Cyg, 525 157,2ppm COO
carbamate 170,3pPM CQmige

SM (MALDI) : 960,10 (M+HY.
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ANNEXE |
L'utilisation des micro-ondes en synthése organique

une méthodologie propre, performante et économiqué®

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétigoes,la longueur d’'onde se situe
dans le spectre électromagnétique entre I'infraeo(iggm) et les ondes radio (1m). Depuis
une vingtaine d’années, au laboratoire comme &héke industrielle, leur utilisation en
synthese organique est en essor constant. L'ittadipar micro-ondes est une méthodologie
d’activation efficace, rapide, propre et peu consatrice en énergie comparée a l'activation
thermique par chauffage classique. Quand elle agtlée aux techniques de réactions sans
solvant, I'irradiation par micro-onde conduit a mettes ameéliorations et a une simplification
des procédés par rapport aux méthodes classiqueda :en fait une méthode de choix en

matiere de codt et de protection de I'environnement

Le chauffage dans un four a micro-ondes

Phénomeéne physiquéfigure Al)

@ e ‘Q) @ @ @ A,@ A,@ A_@
o o 0 0 O W

D7 "> 0 90 0 A.@ L@ L@

+++ 4+ o+t

(a) Chauffage classique (b) Sous un champ: (c)Chauffage micrc-
Agitation moléculaire continu, les ondes
désordonnée (gain d'entropie),  mglgcules dipolaires Sous un champ
transmise de proche en proche. s'orientent. alternatif de haute
fréquence.

Chauffage immédiat et
homogene du milieu.

Figure Al : Chauffage classique et par micro-ondes : schéati@miisdu phénomeéne physique.

169 5, Loupy, A. HaudrechyMéthodes et Techniques de la Chimie Organi@renoble Sciences Ed4909.
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Appliqué sur des molécules polaires, un champ rm@ecgnétigue continu entraine
'alignement de celles-ci dans le sens du vectdwwmp appliqué, par un phénomene de
polarisation dipolaire (b).

Le four fonctionne en générant un champ électromdague alternatif (c), ce qui fait basculer
les dipbles de maniere alternative, conduisantua fetation. Trés pénétrantes, les micro-
ondes provoquent la mise en rotation immédiateod&es les molécules polaires du milieu.
Les mouvements rotatoires se font a la méme fréguene celle du champ alternatif de
I'appareil: & 2450MHz, les molécules polaires it ainsi 2,45.f0rotations par seconde.
C’est cette mise en rotation rapide qui engendeefdetions moléculaires, responsables de
I'échauffement immédiat et homogéne du milieu, dassgradients de température observés

en cours de chauffage classique.

La valeur du moment dipolaire (i, exprimé en Deld/ahe molécule permet de prédire son
comportement sous micro-ondes. Par exemple, avemimute d’irradiation micro-ondes a la
puissance de 600W, on porte la température du DME (0,8 D) a 130 °C, alors qu’'un

hydrocarbure apolaire comme I'heptane (1 = 0,0D9’éehauffe pas.

Influence du milieu réactionnel

Contrairement au chauffage classique, il est ingmbrtle considérer la polarité des solvants
utilisés lorsque I'assistance par irradiation miorales est envisagée.

Réactions en solvants polaires :
Lorsque l'on effectue des réactions dans un solpafdire, le solvant absorbe les micro-
ondes ce qui induit une augmentation de sa tempéral’effet des micro-ondes sur les
réactifs est donc masqué : l'activation se faittpansfert d’énergie thermique, du solvant vers
les réactifs. En conséquence, les rendements sprociies de ceux obtenus par chauffage
classique : on parle effet de solvant

Réactions en solvants apolaires :
Un solvant apolaire n'absorbe pas ou trés peu iesrondes : ce sont les réactifs polaires
qui absorbent le rayonnement et qui dans ce casfér@nt leur énergie au solvant. Le résultat

de la réaction peut alors étre totalement diffédentelui obtenu par chauffage classique.
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Pour une réaction donnée, on peut observer unaticaride I'effet micro-ondes car la polarité
du systeme suit I'évolution des étapes réactioaselles mécanismes réactionnels sont donc

a considérer avec attention lorsque l'activationrotondes est envisagée.

Aspects thermodynamigue et cinétique

Au cours d'un mécanisme polaire, on peut s’atteradi@server un effet micro-onde si la
polarité du milieu augmente entre I'état initiall’état de transition. Aussi une augmentation
de la réactivité peut étre observée si au couta déaction I'état de transition est d’avantage

stabilisé par les micro-ondes que ne I'est I'étdtal (figure All). 1™

Etat de
transition

AG.. < AGT

Réactif ————----ccoeeeee-

(AG’r : énergie d’activation par voie thermiqu&G’y o : énergie d'activation par micro-ondes)

Figure All: Stabilisation relative des états de transitiolajpes par rapport a I'état initial
pour un mécanisme polairé

Lorsque I'énergie d'activation est faible (étatiaiet état de transition sont similaires) I'effet
des micro-ondes est moins important. Inversemerggle I'énergie d’activation est élevée
(état initial et état de transition sont différgniteffet des micro-ondes est particulierement

marqueé.

170 perreux; A. LoupyTetrahedron2001, 57, 9199-9223.
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ANNEXE I

Structures des composés synthétisés au cours derewall

o

f'\ OH
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu

4a

o
N g
DPhe-Pro-GIn(Trt)-lle-Met-Arg (Pbf)-lle-Lys (Boc)-Pro-His (Trt)-GIn(Trt)-Gly-GIn(Trt)-His(Trt)-lle-Gly-Glu \/\[o/\ls’ 3

4b
Q ]
BT e e
O
5
Niae g0 o N
6
N3\/\O/\/O\/\O/\/ NH,
7
COOH

i (L

SRR ®
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DPhe-Pro-Gln-lle-Met-Arg -lle-Lys -Pro-His -GIn-Gly-GIn-His-lle-Gly-Glu H s
| |
16
o] N=N
f p~°
DPhe-Pro-GIn-lle-Met-Arg -lle-Lys -Pro-His -GIn-Gly-GIn-His-lle-Gly-Glu H 8
1 |
17
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25a (n=2) ; 25b (n=3)

OH

26a (n=2) ; 26b (n=3)
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