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Les porphyrines font partie des molécules les plusliées parmi la classe des systemes
conjugués et possedent un large champ d’applicgtios’étend de leur utilisation en tant que
colorant et encre jusqu’au développement de nowveaatériaux pour l'optoélectronique.
Ces chromophores sont aussi largement exploités diétude de la reconnaissance
moléculaire, dans le développement de moléculéécadlle nanométrique comprenant les
fils moléculaires, mais aussi dans I'élaboratiorceldules photovoltaiques. Les porphyrines
sont des structures hétérocycliques aromatiqueddrgement représentées dans les milieux
vivants. Elles participent sous leur forme métallése nombreux processus d’oxydoréduction
thermique ou photochimique en milieux biologiquke%$ntérét porté a la conception et au
développement de nouvelles stratégies de syntleeperghyrines et de leurs dérivés n'a cessé
de croitre ces derniéres années en raison de dste domaine d'applications. Par exemple,
I'élaboration de modéles d'hémoprotéines, mimaaptitude des enzymes pour la
reconnaissance ou la catalyse, permet de comprégdréonctionnement dans les systemes
naturels. En outre, certaines porphyrines d'origipethétigue ou naturelle se révélent étre
particulierement efficaces en tant que catalysedi&poxydation et dhydroxylation
-régiosélectifs ou mémes stéréosélectifs-, ou eneortant qu'agents de photodécomposition
de l'eau. La photothérapie dynamique (PDT) ou pttotoiothérapie, technique en plein
développement appliqguée au traitement des carestran autre domaine d’application de ces
structures hétérocycliques. Elle a été développés tes années 1970, et de nos jours cette
technique est utilisée également dans d'autresolpgibs, comme la dégénérescence
maculaire liee a I'age (DMLA) et les myopies patigidues. Des traitements fondés sur ce
principe sont aussi destinés a lutter contre ldadies cardio-vasculaires, le SIDA, les rejets
de greffes ou les leucémies. Parmi les porphyrlassplus couramment utilisées pour le
traitement du cancer, deux grandes catégories d@uis sont rencontrées. La premiere
génération de ces molécules regroupe des dérivisédeoglobine que I'on trouve sous deux
formes : le dérivé de I'hématoporphyrine (HpD) etRhotofrin If qui est un mélange
complexe de porphyrines naturelles. Ce dernieéacéinmercialisé dans un premier temps
aux Etats-Unis, puis il a regu l'autorisation desersur le marché (AMM) en France en 1996.
Depuis, des photosensibilisateurs de deuxieme géoey possédant une meilleure
pénétration des tissus, ont été développés et remfa la photothérapie dynamique un essor
remarquable. Lanetatétrahydroxyphénylchlorinemt THPC ou Foscdl) est utilisée pour
traiter les cancers de l'cesophage, du poumon dargax. Le dérivé monoacide de la

tétrabenzoporphyrine (BPD-MA) plus connu sous Immie vertéporfine (Visudyfig, agréé
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en avril 2000, est utilisé pour le traitement de IDMqui est la cause la plus fréquente de
cécité dans les pays industrialisés en raison dillissement de la population. Devant le
nombre restreint de molécules efficaces a strudtiee définie présentes sur le marché, la
recherche de nouveaux photosensibilisateurs deidnoé génération, capables d’atteindre
spécifiquement les cellules cancéreuses, est urgme d’actualité. Cette recherche tend a
s’orienter vers la synthése de molécules hybridesposées d’'un macrocycle porphyrinique
associé a des agents de transport ou de recom@ssamme, par exemple, les polyamines
(spermidine et spermine) ou les glucides qui secleéw étre d'excellents agents de
vectorisation vers certaines cellules tumorales. germettent également d'augmenter la

solubilité du photosensibilisateur dans I'eau.

Notre travail s'inscrit dans le cadre d'un progranta synthése entrepris au Laboratoire de
Chimie des Substances Naturelles (LCSN). Nous ardaisé la synthése et la caractérisation
de tétrabenzoporphyrines tétrapolyaminées et tatragylées. Ainsi, dans un premier temps
la synthése du squelette tétrabenzoporphyrinigéte aptimisée, puis dans un second temps,
la tétrabenzoporphyrine obtenue a été substituépaoquatre unités polyamines telles que la
spermine ou la spermidine, soit par quatre unitésglucose relié par un bras espaceur ou
p-D-glucose. De plus une étude biologique de ces raaxvphotosensibilisateurs a été réalisé
sur les lignés cellulaires MCF-7 et HaCaT (lignéascéreuses humaines) afin d’évaluer

in vitro leur activité anticancéreuse.
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Nous nous proposons, dans ce chapitre, de faigtairdes lieux sur les porphyrines du
point de vue synthéses, caractérisations et apiplisaavec une référence particuliere aux

benzoporphyrines qui constituent I'objet de cedilav

1. Structure des porphyrines et dérives

Les porphyrines sont des macrocycles fortementugoids constitués de quatre unités
pyrroliques liées entre elles par un pont méthirgomaticité (18 électrons) leur confére
une stabilité importante, une forte absorption dandsible et permet a chaque atome d’azote
de former une liaison ionique ou de covalence. Himep ces structures hétérocycliqgues se
comportent comme des diacides ou des dibasesyuetmieéire métallées par presque tous les
métaux. Dans le premier cas, la molécule est @dise Blibre”, dans le second cas, elle est dite

“métallée"” (Figure I-1).

. pyrroq* * *
(b) (c)

pont méthine

Figure I-1 : (a) Porphyrine base libre; (b) Porphgibase métallée;
(c) Représentation du systéme de 18 électtarematiques

Ces macrocycles peuvent étre partiellement rédiigure 1-2) et lorsqu’'une double
liaison d’'une positiog-pyrrolique est hydrogénée, on parle alors de atmdsri{du grkhléros
vert). Un composé apparenté, avec deux pyrrolesitee@st appelé bactériochlorine ou

isobactériochlorine.

©

Figure I-2 : (a) Chlorine; (b) bactériochlorine) {sobactériochlorine

15



Autres dérivées de porphyrines, les benzoporphyrgmt des macrocycles aromatiques
(22 électronst) et sont constituées de quatre unités : I'unedmmmlique et les autres sont
soit pyrrolique(s) et/ou benzopyrrolique(s) (Figis®.! Ces derniéres sont liées entre elles
par un pont méthine. Ces molécules possédent dgmrigtés physiques et chimiques
semblables aux porphyrines.

- S SEOAn®

monobenzoporphyrine dibenzoporphyrine tribenzoporphyrine tétrabenzoporphyrine
Figure 1-3 : Exemples de benzoporphyrines et remtasion du systéme de 22 électrarssomatiques

Dans les années 30, le chimiste allemand Hans déffsptopose pour la premiére fois un
systéme de nomenclature encore utilisé de nos pusdésigner les porphyrines substituées
sur les positiong-pyrroliques. Ainsi, les atomes de carbone destipasi méthines, aussi
appelés thesd, sont numérotés, f, y eto, et les carboneg&pyrroliques sont notés 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 et 8. La complexité des porphyrines symBés augmentant, une numeérotation
systématique du macrocycle a été adoptée en 1898dafkimplifier la nomenclature de ces
molécules’ Les carbonemesoportent alors les numéros 5, 10, 15, 20, les iposit: et des
cycles pyrroligues sont notées respectivement @, 4, 11, 14, 16, 19et 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17,
18 et enfin les numéros 21, 22, 23, 24 ont étébads aux quatre atomes d'azote
(Figure I-4-a/b). Sur le méme principe, le systamenomenclature utilisé pour désigner les
benzoporphyrines est illustré au travers d'un neod& tétrabenzoporphyrine représentée ci-
dessous (Figure I-4-c). Notons que les carbonesyldes benzéniques sont nommés par le

1 0. S. Finikova, A. V. Cheprakov, P. J Carroll,[®losto, S. A. VinogradoMnorg. Chem.2002 41, 6944-
6946.

2 H. Fischer, H. OrthDie Chemie des Pyrralsol. I-1ll, 1934-1940

3 H. B. F. Dixon, A. Cornish-Bowden, C. Liebecq, K. Loening, G. P. Moss, J. Reedijk, S. F. Velick, P.
Venetianer, J. F. G. VliegenthaRure Appl. Chem 1987, 59, 779-832.
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numéro porté par le premier point de substitutiginisd'un indice allant de 1 & 4 soit, 22,

227 P T 1212 12, 12 17 17, 17, 174

17—17
position a -pyrrolique 14 7
\ position meso \ /
7—28 17—=18 17—=18
e \ \
V%N)\\J 15;16\N//19\\2\0 15;16\N//19\\2\0
124 24 !
6% )\1 137N - P TN v /1\2/2\22
| NH HN H | NH23 51 HN || l | NH23 l
5~ / 2 / 2HN l |3
2 2= —3 Ll 712=y N\, ?
Ne \ N 12 \ N /i ?
b \\—a 10, 7 N\, —5 10,7 N —5
4=3 \8:7/ \8:7/
@ positions B -pyrroliques ®) 7/4 \71

Figure I-4 : (a) Nomenclature de Fischer; (b) Nooh&ure systématique d'une porphyrine;
(c) Nomenclature systématique d'une benzoporphyrine

Le macrocycle porphyrinique ou benzoporphyrinicgteycture de géométrie normalement

plane, peut adopter dans certains cas des conformaton planes (Figure 1-8).

(b)

Figure I-5 : (a) Benzoporphyrine base "libre" plarfe) Benzoporphyrine de fer non plane

De telles distorsions peuvent étre engendréesagaotonation des deux atomes d'azote, la

présence de groupements volumineux en positiesoou encore par la métallation.

“ In The porphyrinsStructures and synthesis; D. Dolphin, Edgpartment of chemistry, University of British,
Columbia, Vancouver, British Columbia, Cana@@0Q Part. A, Vol. 1.
°E. F. MeyerActa Crystallogr, Sect. B: Struct. S¢il972 B28, 2162-2167.
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2. Etat naturel

Les macrocycles tétrapyrroliques sont tres largemeprésentés dans les milieux vivants.
lls sont métallés et généralement associés a aadimes. La figure I-6 présente quelques
exemples de tels pigments naturels (porphyrinesnaarocycles dérivés) choisis parmi les

plus représentatifs.

structure 3D de ve N
I'hémoglobine

Me
COOH

Me

COOH

héme

vitamine By»

Figure 1-6 : Exemples de macrocycles tétrapyrragnaturels

Ces composés sont impliqués dans des processuslaatariés d'oxydoréduction. Ainsi le
transport des gaz respiratoires,,(@0,) est assuré par I'hémoglobinerotéine dont le
groupe prosthétique est une porphyrine : la profapgine IX métallée par du fer au degré
d'oxydation +Il (I'heme). La myoglobine quant aeglprotéine de structure tres proche de
celle de I'hémoglobine possédant également I'héamane groupe prosthétique, participe au
stockage de l'oxygene dans les tissus musculaies gu'a son transport vers les
mitochondries. Les cytochromes constituent uneeatlaisse de métalloprotéines construites
autour d'un noyau héminique. L'environnement pgoigide ces molécules permet a I'atome
de fer central de passer réversiblement du degrgdhtion +III au degré d'oxydation +II. De
ce fait, les cytochromes de la chaine respiratcmeyme le cytochrome, jouent le réle de
transporteurs d'électrons lors du processus deraiep cellulaire. Le cytochrome P450,

guant a lui, métabolise des composés xénobiotigselsstance possédant des propriétés

M. Perutz;Pour la sciencel979 16, 71-85.
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toxiques) en catalysant leur oxydation ou leur cfidn.” Nous pouvons également citer,
comme exemple de macrocycles tétrapyrroliques elatua vitamine B, dont la structure est
celle d'une corrine métallée par un atome de cobalivant se trouver a divers degrés
d'oxydoréduction. La vitamine ;B est le cofacteur de réactions de transméthylagtode
réactions d'isomérisation. Associée a l'acide f@jcelle intervient dans la transformation de
I'hnomocystéine en méthionine par la méthioninelsse. En outre, elle est impliquée dans la
formation des globules rouges. Une carence en v, se traduit par une anémie, une
accumulation d'homocystéine dans le sang respansahproblémes cérébrovasculaires ainsi
gue par une raréfaction de la méthionine impliqdéas la production de myéline ce qui
altére les transmissions nerveuses. Nous retrolaass ces structures dans toutes les plantes
vertes sous forme de chlorophylle (Figure I-7) quéy absorption de photons puis par
transfert d'énergie, sont a l'origine de la phattsyse. Ce que I'on homme couramment
"chlorophylle" est en réalité un mélange de plusianolécules de structures chimiques trés
proches. On distingue ainsi les chlorophylles &, &, d ainsi que quelques dérivés apparentés
comme les bactériochlorophylles. Il est estimé gueés d’'un milliard de tonnes de ces
composeés sont synthétisées par les plantes chagqée aur toute la surface de la terre. La
dégradation des ces molécules tout comme I'henfe@ gtotohéme, molécules de structure
voisine, durant des millions d'années, produit dembustibles fossiles comprenant des
macrocycles porphyriniques nommés géoporphyrinepétroporphyrines (Figure I-¥)Ces
molécules ont été pour la premiére fois découvestestudiées par Treibslans les années
1930. Ces colorants géologiques, sont largemeseptg dans le schiste pétrolier, le pétrole
et dans les goudrons. Ils sont uniques, du faiiede profil chromatographique, et peuvent
ainsi jouer le réle d'indicateur pour la datatioesdcouches sédimentaires, dans la
reconstruction des couches géologiques et pougtrmination des origines biologiques des
pétroles. La classe des benzoporphyrines est mypgEs parmi ces composés tétracycliques,
par la benzoDPEP et la BenzoEtio (Figure 1-7).

" L. R. Milgrom; The Colors of Life : an Introduction the Chemistry of Porphyrins and Related Compounds
Oxford Univ Press, UK1997, 249-260.

8a) A. TreibsAngew. Chem1936 49, 682-686. b) R. Ocampo, H. J. Callot, P. Adbrdn Metal complexes in
fossil fuelsR. H. Filby, J. F. Branthaver, Ed&\merican Chemical Society: Washington,, 0687, 125-225.
c) E. W. Baker, S. E. Palmer; Trhe PorphyrinsD. Dolphin, Eds.Academic Press: New Yqrk978 Vol. |,
485.

9 A. Treibs;Leibigs Ann. Chem1936 509, 103-114.
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Précurseurs biologiques : Pétroporphyrines ou géoporphyrines:

_Chlorophylles
_Bactériochlorophylles
_Protoheme, Héme, etc.

Etio-11l, DPEP, 131-MeDPEP, 132-DPEP, DPE,
152-MeCAP5-H, CAP6, CAP7, BenzokEtio,
BenzoDPEP, TetrahydrobenzoDPEP

SRR [l S

‘ R3 i Re R3 Re

Rs Rs R
[¢]

Meo:C BenzoEtio
PhytylO ,C HoOC Cool BenzoDPEP
Chlorophylle a Protohéme R = Alkyl ou H R = Alkyl ou H

Figure I-7 : Formation de benzoporphyrines natasell

Ce sont ces découvertes qui ont conduit aux presigyntheses de ces systéemes.

3. Synthéses et prépar ations

Au cours des 60 dernieres années, lintérét (Qleagi5) pour les macrocycles
tétrapyrroligues ne cessant d'augmenter, de normmésestratégies de synthése ont été
proposées. Ainsi deux grands types de porphyrings ébé développés, tels que les
porphyrines substituées sur les positigrsyrroliques, pour leurs structures semblables aux
porphyrines naturelles, et les porphyrines sulisgisur les positiomaeso Dans ce qui sulit,
nous nous proposons de faire un tour d’horizon gtasdes méthodes de synthése de ces

macrocycles tétrapyrroligues en insistant partigelinent sur [I'élaboration de
benzoporphyrines.

3-1 Meéthode de synthése des porphyrines

a) Synthése deneseporphyrines

En 1935, Rothemurd décrit pour la premiére fois la synthése d'uneplpgrine
symétrique substituée en positimeso En faisant réagir, sous atmospheére d'azoteatiétret

le pyrrole dans le méthanol a diverses températilea obtenu, avec de tres faibles

0p_ 3. Rothemundl. Am. Chem. Sod 935 61, 2912-2915.
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rendements, lamesetétraméthylporphyrine. Dans les mémes conditiopgratoires, en
utilisant difféerents aldéhydes, il a synthétiséedses porphyrines portant comme substituants
des groupes propyle, butyle, phényle ou encore #horgphényle. En 1941, Rothemuhd
améliore les tres faibles rendements obtenus jalegs. Ainsi, en faisant réagir, dans une
ampoule scellée, du pyrrole et du benzaldéhyde Gamyridine a 220°C, il a obtenu la

mesetétraphénylporphyrine avec un rendement de I'oddrg% (Figure 1-8).

H
N Pyridine
QCHO + \\ /; yA—>
benzaldéhyde pyrrole O O

Figure 1-8 : Méthode de Rothemund appliquée atahgse de lamesetétraphénylporphyrirfé

Calvin etcoll.*? ont montré qu'il est possible dans les mémes tondide doubler le
rendement en ajoutant au milieu réactionnel deéttde de zinc. De cette facon, ils ont
synthétisé lamesetétraphénylporphyrine métallée avec un rendemenii®. Ces travaux
sont les premiers d'une importante série de puldita traitant des effets de la présence de
métaux sur ce type de réaction. En 1967, Adleroeigi® ont amélioré significativement la
synthese de porphyrines par condensation d'aldéhgtlede pyrrole. En condensant le
benzaldéhyde et le pyrrole dans l'acide propionigueflux dans un réacteur ouvert a l'air
libre, ils ont formé lamesetétraphénylporphyrine avec un rendement supédef0%. La
méthode de Adler-Longo, grace a ces conditiongdetions plus douces, a permis d'accéder
a un éventail beaucoup plus largendeseporphyrines symétriques. En 1975, Litfla adapté
cette méthode a la synthésendesearylporphyrines non symétriques. Cette méthode dkis
" aldéhydes mixtes " consiste a condenser, daaisld'gropionique a reflux, du pyrrole et
deux aldéhydes différents (Figure I-9). La stcecldimi|m des aldéhydes initiaux permet

d'accéder a des porphyrines mono, di ou trisulgstgu

'p_J. Rothemund, A. R. Menotli; Am. Chem. Socl941, 63, 267-270.

2R, H. Ball, G. D. Dorough, M. Calvirt. Am. Chem. Socl 946 68, 2278-2281.

13 A. D. Adler, F. R. Longo, J. D. Finarelli, J. Goldaher, J. Assour, L. Korsakoff; Org. Chem.1967, 32,
476.

1 R. G. Little, J. A. Anton, P. A. Loach, J. A. IbedsHeterocycl. Chem1975 12, 343-349.
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R1 Ra N C,H,COOH, reflux

" }=0 4 @n) =0 +4@ >

air, 30 min

avecR=R, 0ouR,
selon la stoechiométrie des composés de départ

Figure 1-9 : Méthode des aldéhydes mixtes

En 1985, GonsalvéSa montré qu'un mélange de pyrrole et d'alkylaldéhgn présence
d'acide trifluoroacétique en quantité catalytigoeduisait a un porphyrinogéne pouvant étre
oxydé enmesetétraalkylporphyrine avec un bon rendement. Enliqpant cette méthode,
Lindsey® a synthétisé un grand nombre mesetétraarylporphyrines. Ainsi, en utilisant du
dichlorométhane sous courant d'argon et en préskaciele de Lewis en quantité catalytique,
il a obtenu, apres oxydation par une quinone ;3edithloro-5,6-dicyangara-benzoquinone

(DDQ), la tétraphénylporphyrine avec un rendemend@o (Figure 1-10).

TFA ou BF ,(OEY), CH,Cl,, 25T
>

R T CH,CI,, 25C ™
>=o 3DDQ 3 DDQH,

porphyrinogéne

Figure 1-10 : Méthode de Linds®y

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

catalyseur le TFA (acide trifluoroacétique) ou IE;Et,O (trifluorure de bore - diéthyl éther).

15 A. M. A. R. Gonsalves, M. M. Pereird; Heterocycl. Chem1985 22, 931-933.
6. S. Lindsey, H. C. Hsu, I. C. Schreim@irfrahedron Lett.]986 27, 4969-4970.
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v" Hypothéses mécanistiques

La formation de porphyrines est une réaction acatalysée qui mene a un intermédiaire
gue I'on appelle le porphyrinogene qui doit étreslan second temps oxydé pour obtenir la
porphyrine souhaitée. Le mécanisme proposé parrAdiéongo (Figure I-11) montre que
lors de la condensation du pyrrole et de I'aldéhy@spece réactive est I'ion carbonium.
Celui-ci est formé par I'attaque de I'aldéhyde prat sur la positiomr du pyrrole, formant le
pyrrole-carbinol, suivi de la perte d’'une molécdleau. L'ion carbonium attaque ensuite la
position a libre d'une autre molécule de pyrrole-carbinol péarmer un dipyrrométhane-
carbinol. Aprés perte d'une autre molécule d’ealpnl| dipyrrométhane-carbonium
correspondant va réagir sur une autre moléculeémerdméthane-carbonium pour former le

porphyrinogene, qui est ensuite oxydé a l'air lipogir former la porphyrine correspondante.

H Ar
pyrrole-carbinol

_HZO 1 H+

+ pyrrole-carbinol 7\

+

H

N
H Ar
. . dipyrrométhane-carbinol ion Carbonium
+ dipyrrométhan
-carbinol Ar
Ar H
-Hzo
Ar Ar 02
- Ar
H H (air)
H Ar Ar
porphyrinogéne

Figure I-11 : mécanisme de la synthése d’une ponmpdyroposé par Adler et Longo

En ce qui concerne le mécanisme proposé par Lindsgure 1-12), son début est

identique a celui proposé par Adler et Longo et enanlintermédiaire dippyrométhane-
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carbinol. L'étape suivante consiste en la condémsatuccessive d’'unité pyrrole-carbinol
menant a plusieurs oligoméres. La cyclisation ddigomere tetrapyrrométhane-carbinol
o-substitué conduit a la formation du porphyrinogeha deuxieme étape consiste en
I'oxydation du porphyrinogene par le DDQ menantaaplorphyrine correspondante. Ce
mécanisme explique en partie les faibles rendenaienus en synthése de porphyrines par

la trop grande proportion de différents polypyrrdnaées formés au cours de la réaction.

OH ]\ OH
H ; -H* N H
H Ar

pyrrole-carbinol

-H,0 i o

+ pyrrole-carbinol /A

+

H
N
H Ar

-H0 dipyrrométhane-carbinol ion Carbonium

Ar H Ar
cyclisation A% AT DDQ
—_— —» Ar Ar
H H oxidation
H Ar Ar

oligomeére NH
tetrapyrrométhane
a-substitué

porphyrinogéne

Figure 1-12 : mécanisme de la synthése d’'une paipdyroposé par Lindsey

Dans les deux hypotheses mécanistiques on a umtdépd molécules d’eau pendant le

processus réactionnel.

Une autre approche permettant de former des madescytétrapyrroliques consiste a

utiliser comme précurseur des dipyrrométhanes. Diass années 60, Woodward et
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MacDonald ont synthétisé des porphyrigesubstituées par réaction d'un dipyrrométhane
non substitué sur les positions 5 et 5' avec urbisBormyldipyrrométhané’ La méthode de
MacDonald, connue sous le nom de méthode " 2+2ridait dans un premier temps a la
formation d'un porphyrinogéne qui est, dans un gctemps, oxydé par une quinone
(Figure 1-13).

S Pous

1) TFA, CH,C,
2) DDQ

(o~ O

Figure I-13 : Adaptation de la méthode MacDona®#2 " & la synthése dens-meseporphyrines’

Cette stratégie a par la suite été trés largememtiée et appliquée a la synthése de
meseporphyrines et plus particulierement a la synthisteansmeseporphyrines.

b) Synthése de porphyringssubstituées

L'une des principales stratégies de synthese gehponess-substituées s’inspire de celles
utilisées pour la formation demeseporphyrines, en utilisant des unités monopyrrau
substituées en position 3 et/ou 4. Ainsi, Treiblaberlé® ont obtenu I'octaméthylporphyrine
par réaction de 3,4-diméthylpyrrole avec le forndhlgtle dans l'acide acétique en présence de

pyridine avec un rendement de 77% (Figure 1-14).

o}
/ \ CH,COOH / pyridine
+ I -
N

H H
H

Figure I-14 : Synthése de I'octaméthylporphytthe

1 a) R. B. WoodwardAngew. Chem.196Q 72, 651-662. b) R. B. Woodwar@ure Appl. Chem.1961, 2,
383-404.c) G. P. Arsenault, E. Bullock, S. F. MacDonaldAm. Chem. Sod96Q 82, 4384-4389.
18 A. Treibs, N. Haberle Liebigs Ann. Chem1968 718, 183-207.
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Une autre approche importante passe par la contitamsig pyrroles substitués en position
2 et/ou 5. Ce type de réaction ne donne des résudaisfaisants que si les deux positions

S-pyrroliques sont substituées.

R R R R
38 gt
N CH,NMe, HOOC N CH,OH
H H
A B

De cette facon, Sieldel et Winkléront synthétisé plusieurs porphyringsubstituées en
chauffant, & sec ou en solution, des pyrroles sanidd au composB. Par ailleurs, la
condensation de pyrrole de typge suivie d'une oxydation par l'air permet d'obtedés
porphyrines symétriques avec de bons rendements.

En 1996, Smitf? a présenté une nouvelle méthode permettant d'obgemiartir d'unités
monopyrroliques, des octaalkylporphyrines symeéagjisomériquement pures portant deux

types de substituants différents (Figure I-15).

Et Et
Et Et Me Me
Me Me
ﬂ + ;/ \§ K Fe(CN),
—_—
Me,NH,C N CH,NMe, N MeOH
H H Me Me
Et Et

Figure I-15 : Synthése de la tétraéthyl-tétramgtbsdhyriné®

Il a ainsi obtenu un rendement de 19% en effectiaaréaction en présence deH¢(CN)
dans le but d'éviter la redistribution des sougésnpyrroliques qui en milieu acide conduit a
un mélange complexe de porphyrines.

Une autre voie propre a la synthese de porphyrosgrosymétrigues ou ayant une
symétrie dans l'une ou l'autre moitié de la molkécutilise des intermédiaires de type

dipyrrométhéne ou dipyrrométhane. De la sorte iffgjde Fischéf a synthétisé, dans les

YW. Siedel, F. WinklerLiebigs Ann. Chem1943 54, 162-201.

2L, T. Nguyen, M. O. Senge, K. M. Smith; Org. Chem.1996 61, 998-1003.

2L H. Fischer, H. Friedrich, W. Lamatsch, K. MorgehroTechn. Hochschule, Munchen. Anh928 466,
147-178.
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années 1920-1930, de nombreuses porphyfisesstituées a partir de dipyrrométhénes dans

des solvants organiques acides a des températypésesres a 200°C (Figure 1-16).

R CH,
~ \
N\_NH  HNA

Br
Br CHj

H;C

Figure 1-16 : Dipyrrométhénes utilisés par Fiséher

En 1960, Woodward et MacDonald ont utilisé commeecprseurs des unités
dipyrrométhane. La méthode " 2+2 ", que nous awatsite précédemment pour la synthese
de mesoporphyrines, est souvent préférée a celle de Risgmur ses conditions
réactionnelles plus douces. Ces dernieres anngéesyauvelle approche nommeée " 3+1 " est

apparue. Celle-ci consiste a condenser un tripgrsam un diformyl-pyrrole (Figure 1-17).

/ \

OHC CHO

1) TFA, CH,CI, COOMe
_DEN

300

MeOOC

HOOC COOH

Figure I-17 : Exemple de synthése par la méthdghel™ %

Par cette méthode, il est possible de former dephgdnes f-substituées mono- ou

di-fonctionnalisées sur le méme pyrrole avec dedements de I'ordre de 35%.

c) Cas patrticulier des benzoporphyrines

Rappelons que le squelette tétrabenzoporphyrinigogséde quatre position®eso
non-substituées, comme la porphine ou les octgakghyrines, et quatre unités

benzo-pyrroles, comme des phthalocyanines (Figt8).1

?2]. L. Sessler, J. W. Genge, A. Urbach, P. SanSgmlett, 1996 2, 187-188.
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@) (d)

Figure 1-18 : (a) Porphine ; (b) Octaalkylporphwsn (c) Phtalocyanine ; (d) Tétrabenzoporphyrine

v' Synthéses de tétrabenzoporphyrines non-substituées

Les tétrabenzoporphyrines peuvent étre prépargediyparses méthodes. Vers la fin des
années 1930, la tétrabenzoporphyrine chélatée pamétal a été pour la premiere fois

synthétisée par Helberger ell.?®

a partir duo-cyanoacétophénone et diverses phtalimides.
En raison de leur structure proche avec les phtattines, Linstead etoll.?*, en 1950, ont
étudié ces colorants tétrapyrroliques. lls ont obte¢out d'abord, la tétrabenzoporphyrine de
zinc impure par réaction de l'acide-cyanocinnamique avec un sel de zinc a haute
température. Par la suite, cette réaction a étdi@de en utilisant 'acétate de zinc avec la

3-carboxyméthylphtalimide & température élevéey(feid-19)%

O O CH,CO,H
CH=CH-CO,H
©: Zn(OAc) 5 Zn(0Ac) , H
—_ -
c=n A A

O

acide o-cyanocinnamique D Q 3-carboxyméthylphtalimide

tétrabenzoporphyrine

Figure I-19 : Méthode de Linstead appliquée & lar®se de la tétrabenzoporphyfie

%3 a) J. H. Helberget937, 529, 205. b) J. H. Helberger; von A. Reblydl., 1937 531, 279. ¢) J. H. Helberger;
von A. Rebay, D. B. Hevelbid., 1938 533, 197. d) J. H. Helberger, D. B. HeMéigd., 1938 536, 173.

24P A. Barett, R. P. Linstead; F. G. Rindall, GPATuey;J. Chem. Soc194Q 1079-1092.

R, P. Linstead, F. T. Weis$; Chem. Soc195Q 297-2981.
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Puis dans les années 1970, Bonnetob#t*® ont préparé I'octaméthyl-benzoporphyrine par
pyrolyse de la tétraméthylisoindole via un sel rtiéize (Figure 1-20).

" Me Me
e Me
MX
—_—
/\
Me N Me
H

Me Me

M= métal
tétraméthylisoindole X= halogéne

Me Me

octaméthyl-benzoporphyrine

Figure 1-20 : Méthode de Bonnett appliquée a latsse de I'octaméthyl-benzoporphyffhe

Quelques années aprés, Vogler et Kurffetnt obtenu la tétrabenzoporphyrine par la

réaction de l'acide 2-acétylbenzoique avec l'aeétld zinc en présence d’ammoniaque et
d’un tamis moléculaire a 400°C (Figure 1-21).

o DSV

CHs  znmy,2
3

CO,H A

acide 2-acétylbenzoique O Q

Figure 1-21 : Méthode de Volger et Kunkely appligu#la synthése de la tétrabenzoporph§fine

Suite & ces travaux, une nouvelle synthése, réafiaé Kopranenkov aoll.?® utilise le

phtalimide ou son sel de potassium qui, condens dacétate de sodium ou l'acide

%6 3) C. O. Bender, RJ. Bonnett;Chem. Soc.(C),968 3036-40. b) C. O. Bender, R. Bonnett, R. G. Sptiial.,

197Q 1251-1257. c) C. O. Bender, R. Bonnett, RI&mith; Chem. Soc., Perkin Trans.1972 771-776.

2 A. Vogler, H. Kunkely:Angew.Chem. Int. Ed. Engl1978 17, 760.

%a) V. N. Kopranenkov, A. M. Vorotnikov, T. M. lvanayE. A. Luk'yanet'schem Heterocyclic Comp1988
24, 1120-1125. b) V. N. Kopranenkov, E. A. Makaro@, N. Dashkevich, E. A. Luk'yanet'§hem

Heterocyclic Comp 1988 24, 630-637. ¢) V. N. Kopranenkov, E. A. Makaroia,A. Luck'yanet'sChem
Heterocyclic Comp1988 24, 394-398.
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malonique en présence d'acétate de zinc a 340-3@0tCluit a la tétrabenzoporphyrine. Son

schéma réactionnel est illustré au travers degladi [-20

HO_ cH,CcO,H

CH,(COZH), @NH —»_

o Zwr
/
|\
CHco2
\O
phtalimide NH g
\

Figure 1-22 : Synthése de la tétrabenzoporphyriparéir du phatlimid®

Quant & Rénf, il a obtenu la tétrabenzoporphyrine par réactientype Rothemund
(Chapitre 1-3-1-a), en faisant réagir l'isoindoleea le formaldéhyde a haute température

(Figure 1-23).
oL
AN
“ AR

isoindole

Figure 1-23 : Méthode de Rémy appliquée a la syselte la tétrabenzoporphyriie

En raison de leur faible solubilité et par la prese d'impuretés persistantes de type

porphyrine, ces réactions ne permettent pas diobeeproduit désiré rigoureusement poir
Ces problémes peuvent étre surmontés en introduiesnsubstituants afin d'augmenter leur

solubilité, tels que la tétrert-butyltétrabenzoporphyrifeou des structures polyalkyléés

29D, E. RemyTetrahedron Lett.1983 24, 1451-1454.

%0 a) L. Edwards, M. Gouterman, C. B. Rose;Am. Chem. Socl976 98, 7638-7641. b) K. Liou, T. P
Newcomb, M. D. Heagy, J. A. Thompson, W. B. Heuer. RMusselman, C. S. Jacobsen, B. M. Hoffman, J
A. Ibers;Inorg. Chem.1992 31, 4517-4523. c) R. B. M. Koehorst, J. F. Kleiber, T. J. Schaafsma, D. A. de
Bie, B. Geurtsen, R. N. Henrie, H. C. van der Pla§hem. Soc., Perkin Trans.1881, 1005-1009.

3L N. Zh. Mamardashvili, A. S. Semeikin, O. A. Golhb®v; Russ. J. Org. Chem994 30, 770-773.

32y, Matsuzawa, K. Ichimura, Kudo; Inorg. Chim.Acta, 1998 277, 151-156
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La méthode "hautes températures en présence dadetazinc" a été également employée

pour préparer le dimére tétrabenzoporphyriniqugu(fe 1-24)%

t-Bu

Hx

Hx = n-Hexyl

t-Bu

O 0. U

Figure 1-24 : (a) Tétraert-butyltétrabenzoporphyrifie; (b) Exemple de structure polyalkyfée
(c) Dimére tétrabenzoporphyrinigiie

Ces dernieres années, des méthodes plus doucegstdess (Figure I-25) ont été mises au
point par Cavaleiro etoll.** qui ont utilisé la condensation pyrrolique de BarZard®
(Chapitre 11-3-2) sur un dérivé du vinylsulfone paqaréparer le 3-sulfolér.Celui-ci subi
alors une élimination chélotropique de la fonctsuifone puis une cycloaddition de type
Diels-Alder par chauffage avec la phénylvinylsuonpour donner les isomeéres
tétrahydroisoindoles avec un rendement de 82 réduction de I'ester avec I'hydrure de
lithium aluminium (LiAIH,), suivie d’'une cyclotétramérisation dans l'acidétmue et d'une
oxydation avec le DDQ, donne le mélange d’isoméephénylsulfonylporphyrine avec un
rendement de 60%. L'élimination de quatre unités pienylsulfinate, suivie d’une
déshydrogénation par le DDQ a reflux dans le taudournit la tétrabenzoporphyrine avec

un rendement global de 55%.

33 A. M. Vorotnitkov, V. N. Kopranenkov, E. A. KhinLuk'yanet'sGeterotsikl. Soedin1,994 36-39.

%M. G. H. Vicente, A. C. Tomé, A. Walter, J. A.Gavaleiro;Tetrahedron Lett1997, 38, 3639-3642.

% D. H. R. Barton, J. Kervagoret, S. Z. Zaf@trahedron199Q 46, 7587-7598.

%a) D. P. Arnold, L. Burgess-Dean, J. Hubbard, MAARahman;). Chem1994 47, 969-974. b) G. Haake, D.
Struve, F. P. Montfort[etrahedron Lett.1994 35, 9703-9704.

31



SO,Ph PhO,S

S0,

SO
2 CNCH,CO5R H,C=CH-SO,Ph
—_— —— +

= / \ / \ /\

SO,Ph N COR N CO,R N CO,R
H H H

vinylsulfone 3-sulfolene isoméres de tétrahydroisoindole

1) LIAH
2) CH,CO,H
PhO,S 3) DDQ SO,Ph

'
Dans

PhO,S

isomeres de
phénylsulfonylporphyrine

Figure 1-25 : Méthode de Cavaleiro appliquée ytetgse de la tétrabenzoporphyrthe

Ono etcoll.*’

, quant a eux, ont obtenu le 4,7-dihydro-4,7-éthaiHasoindole en deux
étapes a partir du 1,3-cyanohexadiene,pesulfonylnitroéthylene et de lisocyanoacétate
éthyliqgue, et ont employé cette structure commeahsyna la place de lisoindole dans la

synthése des benzoporphyrines (Figure |-26).

NO,

CNCH,CO,Et CO,Et
)l/ + @ ONCHCOEL - 7 N
PhO,S \

NH

[Bsulfonylnitroéthyléne 1,3-cyanohexadiéne ~ éthyle 4,7-dihydro-4,7-
étahno-2H-isoindole-1-carboxylate

1) LIAH ,

o0 O

Figure 1-26 : Méthode de Ono appliquée a la syrtisla tétrabenzoporphyrifie

7S, Ito, T. Murashima, H. Uno,.XDno; Chem. Commun1998 1661-1662.
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La réduction de l'ester par du LiAlFuivie d’'une cyclisation du tétramere, catalysge e
milieu acide, conduit au précurseur porphyriniqueeca un rendement de 30%. La

tétrabenzoporphyrine est obtenue par chauffag®229

v' Synthéses de tétrabenzoporphyrines meso-substituées

Une classe intéressante de composés est obtermaenbimant les principes structuraux de
la tétraarylporphyrine avec ceux de la tétrabengapgine, soit une porphyrine contenant
des cycles benzéniques fusionnésfelCeci mene a des porphyrines dodéca-substituées du
type mesetétraaryltétrabenzoporphyrine. La plus représematpour laquelle plusieurs

synthéses ont été décrites, est 14(8r10,15,20-tétraaryltétrabenzoporphyrines) (Fige2@).

Kropanenkov etcoll.®® ont décrit l'utilisation du 3-benzylidéne-phtaliei ou d’une
combinaison du phtalimide de potassium et I'acel@lienylacétique avec de l'acétate de zinc
a des températures élevées (360°C). Quant & Rémgllé?, ils ont utilisé la réaction de
l'isoindole avec du benzaldéhyde et de l'acétateimieau méme température (360°C). Elle

39
|

est obtenue aussi a 360°C, selon la méthode de éDwroll.”, par réaction de l'acide

phénylacétique et du phtalimide (Figure 1-27).

CH-Ar

/

3—benzylidenephta|imide

= ArCHO
NH
S Zn(OAc) 5, 360T

isoindole ;) O Q
K PhCHZCOZH tétraaryltétrabenzoporphyrines
+
phtalimide Mélange partiel de tétrabenzoporphyrines

méso -substituées

Figure 1-27 : Synthése de aésetétraaryltétrabenzoporphyrifie®® *°

% a) V. N. Kopranenkov, S. N. Dashkevich, E. A. Lukigtis;J. Gen. Chem. USSR981, 51, 2165. b) S. A.
Vinogradov, D. F. WilsonJ. Chem. Soc., Perkin Trans1395 103-111.

%K. Ichimura, M. Sakuragi, H. Morii, M. Yasuike, Yoba, M. Fukui, O. Ohndnorg. Chim. Acta1991, 186,
95-101.

33



La molécule chélatée par le zinc a été obtenue amemendement d’environ 10%. Un
examen plus détaillé des produits bruts obtenus ¢l ces réactions a établi qu'ils se
composent de mélange de benzoporphyrines partietiesubstituées anesotelles quda di
et la triarylbenzoporhyrin&. Toutefois, I'utilisation du benzoate de zinc(ll) leu de l'acétate
de zinc en tant qu'agent de chélation lors de ddisation du tétramere permet de surmonter
ce probléemé! D'autres mesesubstituants tels que les groupemeptwlyl et p-anisyl

pourraient étre incorporés par des méthodes smaslai

Récemment, une approche synthétique complétemiéértedite a été rapportée par Ono et

coll.*’

(Figure 1-28). lls ont préparé un dérivé de l'ismte, obtenu en traitant I'éthyle 4,7-
dihydro-4,7-éthano-2H-isoindole-1-carboxylate aded'hydroxyde de potassium en présence
d’éthyléne glycol a 170°C, qui en présence d'aldébyaromatiques dans les conditions de
Lindsey (Chapitre 1-3) produit des précurseursatiylporphyriniqgues avec des rendements
avoisinant les 25 a 35%. Apres chauffage a 2008&S, tktraaryltétrabenzoporphyrines
(Ar = Ph ou 2-thienyle) ont été isolées. Cette mdlevmeéthodologie, relativement douce,
augmente considérablement ['accessibilité vers develles tétrabenzoporphyrines peu

étudiées.

éthyle 4,7-dihydro-4,7-étahno-2H-
isoindole-1-carboxylate

CO,Et

ethylene glycole
1) ArCHO/BF ,.Et,0
170C
2) Zn(OAc),
3) p-Chloranil
NH

4,7-dihydro-4,7-étahno-2H-
isoindole

Ar Ar

précurseurs
tétraarylporphyriniques

Figure 1-28 : Méthode de Ono appliquée & la symthisla tétraaryltétrabenzoporphyrihe

40 a) K. Ichimura, M. Sakuragi, H. Morii, M. Yasuik®l. Fukui, O. Ohnojnorg. Chim. Actal99Q 176, 31-33.
b) M. Yasuike, K. Koseki, T. Yamaoka, K. Ichimura, Makuragi, O. Ohndbpid., 1991 183, 9-13. c) M.
Yasuike, T. Yamaoka, O. Ohno, K. Ichimura, H. Moli, Sakuragilbid., 1991 185, 39-47. d) R. J. Cheng,;
Y. R. Chen, C. E. Chuangteterocycles1992 34, 1-4.

“LK. Ichimura, M. Sakuragi, H. Morii, M. Yasuike, Nfukui, O. Ohnolnorg. Chim. Acta1991, 182, 83-86.
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Les méthodes de synthése de benzoporphyrinesasiligar Cavaleiro ebll. ainsi que par
Ono etcoll. emploient un protocole exigeant la présence d'onggment activant spécifique
permettant I'aromatisation des cyclohexanes. @gl@himiné par la suite, limite toutefois le
choix des substituants fixés sur le macrocycleteQesstriction majeure se retrouve également

dans les synthéses de Kropanenkasodit par I'utilisation de températures éleveées.

L'oxydation directe des cyclohexanes portés parphasoles pour obtenir I'analogue
benzoporphyrinique n'a été décrite et utilisée gé@emment par Vinogradov epll.*?
(Figure 1-29).

N
Phsal CNCH,CO £t W
m- CPBA t- BuOK ~
SO,Ph

Et;N

X = groupements divers

KOH, Ethyléne glycol, reflux
ArCHO, BF ,Et,0, DDQ

Sel métallique
-

DDQ, THF, Reflux

Figure 1-29 : Méthode de Vinogradov appliquée sylathése des tétraaryltétrabenzoporphyfines

Cette méthode permet ainsi la synthese de macexyahono, di, tri et
tétrabenzoporphyriniques portant des substitudots yariés. Notre travail s'appuie sur cette
méthode, efficace et fonctionnelle, décrite pluscigément au cours du chapitre suivant.

2 (@) O. S. Finikova, A. V. Cheprakov, |. P. Beletg, S. A. VinogradovChem. Commun2001, 261-262. b)
O. S. Finikova, A. V. Cheprakov, P. J. Carroll,AS.Vinogradov;J. Org. Chem.2003 68, 7517-7520. c) O.
S. Finikova, A. V. Cheprakov, I. P. Beletskaya,JPCarroll, S. A. Vinogradou]. Org. Chem.2004 69, 522-
535.
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3-1 Méthode de synthése des dérivés de porphyrines

L’étude de dérivés de porphyrine, tels que la vitenB, ; et les chlorophylles, a conduit de
nombreux groupes de recherches a se pencher ssisigthéses. Nous présentons ici, a titre
d'exemple, quelgues syntheses de chlorines. Calleseessitent au préalable la formation de
leur analogue porphyrinique, selon les méthodesna&es précédemment. Dans les
années 40, FiscH&r a décrit I'oxydation des octa-alkylporphyrines plr tétraoxyde
d’osmium (OsQ). Cette réaction passe par un ester cyclique hysraen milieu réducteur
par I'hydrure de soufre, afin d’obtenir la dihydnbarine correspondante. Cette méthode
permis & Briickner et DolpHih de synthétiser lanese2,3-dihydroxytétraphénylchlorine

(Figure 1-30).

O g H o H
1) 0s0, (1,2 éq.), 2,5% pyridine/CHC|,
2) H,S

Figure 1-30 : Synthése de taese2,3-dihydroxytétraphénylchlorifié

Il est également possible de préparer ces molépaeséduction des porphyrines par un
hydrazide, mettant en jeux un intermédiaire réactd : le diimide. Le mécanisme de
I'hydrogénation d’'une double liaison par le diimiegst une cycloadditiosyn Il en résulte un

mécanisme concerté orchestré par les deux hydregéme positioncis du diimide

(Figure 1-31).

_______

Figure I-31 : Mécanisme de réduction par le diimide

“*Fisher, H. Pfeiffer Liebigs Ann. Chem556,1944 131-153.
44 C. Briickner, D. Dolphin Tetrahedron Let}.36(19),1995 3925-3928, 24.
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La réduction d’une double liaison, appliquée auxppgrines, a permit a Withloék de
synthétiser des chlorines et des bactériochloringsirtir de la tétraphénylporphyrine et de
I'octaéthylporphyrine. Il a utilisé, pour cela, uprécurseur de diimide: Ilepara
toluénesulfonylhydrazide. 1l est généralement corque la décomposition thermique
d’arénesulfonylhydrazide produit le réactif azotéinjide) responsable de I'hydrogénation.
(Figure 1-32).

Figure 1-32 : Décomposition thermique d’'arénesufftbgdrazide.

Ce procédé a permis & Bonnettell.*® de synthétiser lmétatétrahydroxyphénylchlorine
(Figure 1-33).
OH
et or
p-toluénesulfonylhydrazide
m-métahydroxyphénylchlorine
OH (mTHPC)
Q - o
p-toluénesulfonylhydrazide + HO E;glr:izwde;ulfonyl o-chloranile

K,CO,, pyridine, A OH

HO O

HO
m-métahydroxyphényl-bactériochlorine
mrmétahydroxyphénylporphyrine (mTHPBC)

(M THPP)

Figure 1-33 : Synthése de faétatétrahydroxyphénylchloringr¢ THPC)*°

45 H.W. Whitlock, R. Hanauer, M.Y. Oester, B.K. Bowek. Org. Chem.33(5),1968 2169-2171.
“6R. Bonnet, M.J. Dimsdale, G.F. StephensdnChem. Soc1969 564-570, 25.
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Le produit nouvellement formé peut a nouveau suwinie réduction, en présence du
p-toluenesulfonylhydrazine, pour fournir la bactéhtorine correspondante. Toutefois cette

derniere étape est réversible en présence d’'uramkytbux, comme le chloranile.

4. Caractérisations

4-1 Spectroscopie UV-visible

Comme nous l'avons indiqué précédemment, les poindg et leurs dérivés possedent un
systeme d’électrons fortement conjugué. Ces molécules absorbent dans & domaine du
visible et présentent des spectres d’absorptian ¢egactéristiques qui sont fonction de la
structure et de la présence ou non d’un métal.

Le spectre UV-visible des porphyrines se composeunal’ bande intense
(e > 10 L.mol™*.cm®) entre 390 et 430 nm (proche UV) appelée bandgodet (ou bande B),
caractéristique de tous les tétrapyrroles cycliqu@gugués, et de quatre bandes de moindre
intensité aux plus grandes longueurs d'ondes (e5®@ et 680 nm) nommées bandes Q
(Figure 1-34).

12

Sore O Q

1,0

08
VS SSa
Qlll

| LY
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550 60C 650 700

35C 400  45C

Figure 1-34 : Spectre UV-visible caractéristiquare porphyrine base "libre" : laHTP (dans CHG)

La région du spectre située dans le domaine dblejsigénéralement sensible aux
variations de structure, renseigne sur la substitudu macrocycle. En effet, les quatre

bandes Q, numérotées de | a IV en partant desiérdeg plus basses, voient leurs intensités
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relatives varier notablement en fonction de la reagt de la position des substituahfsinsi
guatre types de spectre se distinguent et sontléppetio, rhodo, oxorhodo et phyllo
(Figure 1-35)

1
v

m oxorhodo phylio

1 T | SR T . T T -
(i) i B0 A (nm) 51 P A ki Y] K] s A () 500 Wi e RIm)

Figure 1-35 : Profil des bandes Q pour les quatircpaux types de spectres
d’absorption de porphyrines bases libres

Le typeetio est principalement rencontré dans le cas de padr@s/-substituées par au
moins 6 groupements, ou dans le cas de la pluparhdsearylporphyrines. Si ces derniéres
portent un substituant saturé (par exemple unenetakyle) a la place de I'aryle, elles auront
généralement un spectre de typeyllo. La présence de groupements riches en électrons
(carbonyle...)r en positions-pyrrolique généere un profil de spectre de tylpedo alors que
la présence de deux de ces mémes groupements iEnrpgpyrrolique sur deux pyrroles
opposés conduit plutét a un spectre de typ@rhodo

Dans le cas des porphyrines métallées ou protote@gsésence de la bande de Soret est
toujours observée contrairement au nombre de bapgesivant étre réduites a deux ou trois
en fonction de la nature du métal et de son de'gr§/dation. Ces dernieres sont nommees
et f en partant des grandes longueurs d’onde (Fig86).IDans ce cas, la substitution du
macrocycle a tres peu d’'influence sur les inteasidatives des bandestp.

A

0 1 Lmm} i ﬁl_‘ll.- ) I;I|I ry;lu Llnm)

{a) L] )

Figure 1-36 : Bandes Q de spectre d'absorptiontdétylporphyrines métallées par :
(@) Ni(ll) ; (b) Pd(Il) ; (c) Cd(ll)
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En revanche, la nature de I'ion métallique fixégemdre d’'importantes modifications du
rapport des intensités de ces deux bandes. En @effeapport/p > 1 indique généralement la
présence d’'un métal impliqué dans le complexe @tahle avec la porphyrine (c’est le cas
par exemple du Ni(ll) ou encore du Pd(ll)). Parteenlorsque le métal peut étre facilement
remplacé par deux protons, on observe un rapglort 1 (par exemple avec du Cd(ll)).

Le spectre d’absorption des benzoporphyrines matdsebandes d’absorption différentes
de celles rencontrées pour les porphyrines. En, éfe benzoporphyrines ne posséedent que 3
bandes Q (Figure I-37) dont la bande QIl, vers @654 de forte intensité. Celle-ci leur
confére la propriété d’absorber dans le rouge peamte ainsi d’irradier des tumeurs

profondes dans les tissus.
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Figure 1-37 : Spectre UV-visible caractéristiquarte tétrabenzoporphyrine dans CkiCl

Des études d'UV-visible de diverses tétrabenzopoipds substitués emesoindiquent
clairement que les maximas d'absorption augmegéiet bathochrome) avec lI'augmentation
du nombre de groupes phényle ou aryleneso(Figure 1-38), indiquant une corrélation entre

la déformation du macrocycle et les maximas d‘gtigor>°2 4°
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o~ A0 QLD

Ph Ar Ar

U0 OO OO0
o 2

Amax (nm) [coefficient d’absorptior &10° mor®.L.cm?)]

Maximums d'absorption UV (pyriding)

Benzoporphyrinea 408 (4,77) 432(5,70) 582 (4,23) 628 (5,21)

Benzoporphyrineb 430(0,135) 456(1,00) 598(0,053) 643(0,235)

awoiydoyleq 1943 I:I |:|

Benzoporphyrinec 447(0,124) 474(1,00) 616(0,056) 657(0,137)

Figure 1-38 : UV-visible de diverses tétrabenzopgrmnes substitués eneso

Parmi les dérivés de porphyrine, les chlorinesegEnt également un spectre UV-visible

caracteristique (Figure 1-39).

045 Soret

020
Ql

010
el Qlll
an

3%0,0 380 400 420 440 460 480 00 s20 540 60 580 600 B20 £40 B60 B0 oo 7200

Figure 1-39 : Spectre UV-visible caractéristiquartk chlorine : la lTTC (dans CHG)

En effet, ces composés possedent une bande Qséntenr conférant aussi des propriétés

intéressantes pour une application en PDT.

41



4-2 Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique dsnglgrmettant d'identifier des
molécules d'intérét par mesure de leur masse meotopique. Les porphyrines et leurs
dérivés étant trés faiblement volatiles, les teghes classiques d'ionisation ne sont
généralement pas adaptées. Il est nécessaires#utiés méthodes de désorptions directes
comme la désorption-ionisation laser assistée patrice : MALDI (Figure 1-40). Cette
technique permet le passage en phase gazeuse éeutaslionisées intactes a hauts poids
moléculaires. Le produit a analyser, mélangé a mma¢rice, est adsorbé sur un support
métallique. Le dépdt est ensuite irradié par degulsions lasers courtes (quelques
nanosecondes) dont la longueur d’'onde correspamaegbande d’absorption de la matrice.
L’énergie délivrée par le laser est absorbée dearasélective par la matrice conduisant a
un phénomeéne de désorption et d’ionisation. Unbldapartie de I'énergie absorbée est
transmise sous forme d’énergie cinétique et d’éadargerne a la substance analysée ce qui
provoque I'éjection d’espéces moléculaires esdétient intactes. Les ions produits sont
généralement [M+H] [M-H]" ou peuvent étre issus de processus de catiomsatieLi]
[M+Na]", [M+K]". La nature de la matrice est importante. Elle dbie soluble dans les
mémes solvants que la substance étudiée de fapteair un dépét homogene. Méme si
I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) est une matrioaramment employée pour
I'étude des porphyrines, il existe cependant umanga assez étendue de composés pouvant
étre utilisée comme matrice en fonction des cariatigues des porphyrines étudiéés.

g : @P°_ © Molécules intactes
Laser a impulsions © o @B etframents
= (ions, neutres)

Composé etudié
Cristal de matrice

Support métallique

Figure 1-40 : Principe de la technique MAL®I

4" M. Karas, D. Bachmann, U. Bahr, F. Hillenkarhgt; J. Mass Spectrom. lon ProcessE@87, 78, 53-68.
“8 F. Rusconi, J. M. SchmitteAnalusis Magazinel 998 26, 13-17.
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Le mode ESI est, lui aussi, utilisé pour de tekdsictures et permet d’obtenir l'ion
moléculaire. L’ionisation par électrospray consiatentroduire une solution d’échantillon
dans un capillaire soumis a un haut potentiel étpet. Les ions formés sous pression
atmosphérigue sont alors canalisés dans un ensehdoleantillonneurs vers I'analyseur ou

regne un vide poussé.

4-3 Résonance magnétique nucléaire

Depuis les premiers travaux réalisés par Beckeolef® en 1959, I'étude de la résonance
magnétique nucléaire (RMN) des porphyrines a fabjét d'un grand nombre de
publications. Comme tous les composés aromatidegsiructures porphyriniques possedent

un courant de cycle important affectant ainsi l@nble des protons du macrocycle.

a) Spectroscopie RMN du proton

La résonance magnétique nucléaire du proton (RMN appliquée & ces macrocycles
fournit des spectres trés caractéristiques. En,d&ecourant de cycle généré par le champ
magnétique (imposé par I'appareil) induit un impattcdne d’anisotropie magnétique dont

I'axe est perpendiculaire au plan du macrocyclgyfa 1-41).

Champ
induit

cone de'blindage .
Y cone de

déblindage

Courant de
cycle induit

_~"cone de blindage

Champ
appliqué

Figure I-41 : Cbne d'anisotropie magnétique d’'ungpyrine

“E.D. Becker, R. B. Bradley, Chem. Phys1959 31, 1413-1414.
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Ainsi, les protons a l'intérieur de ce cbne sorindi#s alors que les protons situés a
I'extérieur, dans le plan de la molécule, sontdiorént déblindés. Le spectre RMN est alors
étendu sur une large zone de plus de 15 PFpm.

Le spectre RMNH de la porphine (porphyrine sans aucun substifuast constitué de 3
singulets a -3,76, 9,74 et 10,50 ppm (Figure 1-42).

p-pyrrole Hb

Hb

Méthine CHCI,
Ha

HMS

JL
L

1 1
10 5

T
¢ & (ppm) -5

Figure 1-42 : Spectre RMRH de la porphine dans CDCI

Ces signaux sont attribués respectivement aux psdiés aux atomes d’azote, aux protons
des positiong-pyrroliques et aux protons méthine (positrapsg. Puisque ces derniers sont
liés a des carbones essentiellement déficientslemtr@ns, ils sont plus déblindés que les
protonsg-pyrroliques. De plus 'unicité des signaux dest@nsS-pyrroliques s’explique par
la tautomérie des protons NH internes.

Dans le cas de porphyringsesesubstituées, les substituants affectent davantege
déplacements chimigues des protons du macrocyce dans le cas de porphyrines
S-substituées. Il y a un blindage des protons périghes et un déblindage des protons
internes dus a une diminution du courant de cytlatroduction d’un métal modifie
également sensiblement le spectre. On observe diesi variations de déplacements
chimiques des protons périphériqugspyrroligues oumesd selon la nature, le degré
d’oxydation du métal. Pour les benzoporphyrinespbserve une modification de I'allure du

spectre (Figure 1-43).

®0J. M. Craig:The Porphyrins Handbookpl. 5, Ed. K. M. Kadish, K. M. Smith, R. Guilarti999
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Figure 1-43 : Spectre RMRH d'une tétrabenzoporphyrinique

En effet, la présence des cycles aromatiques liepyarole conduit a l'apparition de
signaux (doublet) déblindés (7,5 & < 6,5 ppm) correspondant aux protons du noyau

benzénique.

b) Spectroscopie RMN du carbone 13

Le spectre RMN du carbone 13 du macrocycle porpigue se compose essentiellement
de trois zones : les carbones des groupes méthésesminant autour de 90-120 ppm, les
carbonegs-pyrroliques vers 130 ppm et les carbongsyrroliques vers 145 ppm. Le signal
correspondant aux carbonegyrroliqgues est généralement élargi et assez afalidCeci est
la conséquence directe de la tautomérie des prdibtisinternes. Ce phénomeéne peut
également affecter dans certains cas la forme idesus< des carboneg&pyrroliques. Un
abaissement de température (-60°C) permet de irdietautomeérie et a cette température on
observe pour les carbonesyrroliques deux pics correspondant chacun a guzrbones!
Notons par ailleurs que dans le cas des benzopangkyles carbones benzéniques résonnent
vers 135 ppm.

4-1 Spectroscopie Infra-Rouge

La spectroscopie Infra-Rouge (IR) est relativenpau utilisée pour la caractérisation des
macrocycles porphyriniques. Cependant, quelqueddsade vibration sont caractéristiques et
notamment celles des liaisons C-N & 2208-2212, aes liaisons C-H & 3075-3150 ¢rau

encore celles des liaisons N-H pyrrole & 3310-3386.

51 R. J. Abraham, G. E. Hawkes, M. F. Hudson, K. khit8; J. Chem. Soc., Perkin Trans.1875 3, 204-211.
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5. Domaines d’ application

5-1 Applications chimiques

Les porphyrines naturelles, sous forme meétallégsadbis bases libres, sont impliquées
dans les chaines d’oxydoréduction thermiques ouophoniques des milieux biologiques.
Les complexes métalloporphyrines sont notammellicégi en catalyse d’oxygénation. Les
premiers résultats ont été obtenus par Groveslet qui ont réalisé I'époxydation d’oléfines
ainsi que I'hydroxylation d’alcanes. Dans ces néast, I'iodosylbenzene (PhlO) est utilisé
comme donneur doxygene et la tétratolylporphyrice fer (Fe(TTP)CI) ou la
tétraphénylporphyrine de fer (Fe(TPP)CI) commelgsagar (Figure 1-44).

(@]
FeTPPCI
93%
PhIO
FeTTPCI g
o  84%
Pth
H ° H
FeTPPCI [ N\
— —_— 77%
CeH3 CeHs PhIO CeHs CeHs

Figure 1-44 : Quelques exemples de réaction d'égatigrr?

Les porphyrines de fer ou de manganése catalysérdrisfert d’'un atome d’oxygene d’un
donneur a un substrat par formation transitoirenddérivé oxo-métallique (Figure 1-45).
L’iodosylbenzéne est le donneur d’oxygene le plosramment utilisé mais il peut étre
remplacé par I'hypochlorite de sodium, par I'oxygém présence d’'une source d’électrons ou

encore par un peroxyde.

2].T. Groves, T. E. Nemo, R. S. MyelsAm. Chem. Sqcl979 101, 1032-1033.
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Figure 1-45 : mécanisme transfert d’'un atome d'@ng

Un autre processus utilisant les macrocycles ponplgyes est la transformation
photochimique de I'eau en hydrogéne. Ce procesdadt dobjet de nombreux travaux en
raison de son impact potentiel dans le domaineédesgies renouvelables (Figure I-48)l
consiste a exciter sous l'action de la lumiére blésiun photosensibilisateur (S) qui va
transférer un de ces électrons a un accepteurctféhs (le méthylviologene) et décomposer
I'eau catalytiquement pour obtenir le dihydrogéfd'autre extrémité de la chaine se trouve

un donneur (D) qui va restituer un électron au géensibilisateur. Le donneur sera alors

YX e

Lumlere

| o
- —— P -e P -
X MV ¥ MV

oxydé et détruit.

MV 2
D : donneur d'électron S" : photosensibilisateur oxydé
D* : donneur d'électron oxydé MV : méthylviologéne
S* : phtosensibilisateur excité par la lumiere Pt : catalyseur

Figure |-46: Transformation photochimique de I'eathgdrogén&

3J. M. Lehn, M. Kirch, J. P. Sauvage, R. ZiessalRecherchel98Q 11, 203-205.
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Un systéme similaire a été envisagé pour produgrBootygéne & partir de I'eauDans ce
cas, I'eau est photochimiquement oxydée. Tout d@bte photosensibilisateur (S) excité
s’oxyde en donnant un électron a un accepteurddbalt). Il va ensuite prendre un électron
au catalyseur (dioxyde de Ruthénium) et ce derdmrenant déficient en électron, va oxyder

I'eau et entrainer la formation d’oxygéne (Figur).

Lumiere
@
1
. /,0,+H
A S-
A® 1
/,H,O
A : accepteur d'électron S : photosensibilisateur
A-: accepteur réduit S* : photosensibilisateur excité par la lumiére

St : photosensibilisateur oxydé

Figure 1-47 : Transformation photochimique de I'eauoxygéne

Un tel systéme constitue en théorie une sourceuisaple d’énergie, mais il demeure en
pratique limité en raison de la dégradation du gdensibilisateur et de la consommation du

donneur.

5-2 Applications physico-chimiques

La fabrication de structures 3D de dimensions natoques a partir de polymeéres passe
généralement par l'utilisation de la stéréo-litlapinie (SL) par faisceaux d'électrons ou
extréme UV. La SL est une technologie permettanpdiymérisation couche par couche.
Cependant, depuis peu, il existe une autre méthadaable procédé en 3D, qui consiste a
utiliser la photopolymérisation a deux photons (RPfermettant ainsi de fabriquer des
micro-objets 3D avec une grande résolution : ieiéné a la centaine de nanometre

(Figure 1-48). Lors de ce procédé, la polymérisatia lieu qu'autour du point focal du laser.
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Micro-modéles de Venus sur cheveux humains Micro-modeéle d'araignées avec 8 pattesum

Figure 1-48 : Structures 3D fabriqués par la teghei2PP*

Dans ce domaine les benzoporphyrines, comme pampge la tétrapara
tolyltétrabenzoporphyriré en présence d’un photo-générateur d’acide (PA&)vent étre
utiisées comme catalyseur pour des réactions déymgoisation. En effet la
tétrabenzoporphyrine excitée a deux longueurs @srdlfférentes (635 nm et 490 nm) se
retrouve sous forme cationique en cédant son éle@u PAG qui génére par la suite une

forme acide permettant ainsi la polymérisationttiés vinyliques.

5-3 Applications biologiques et médicales: laPDT

La photooxydation par les macrocycles porphyringgee présence d'oxygéne n'est pas
réduite a la synthese organique, puisque ce proaéglgalement permis un développement

important des traitements photochimiques de madadie

a) Introduction a la photothérapie dynamique

Il s’agit d’'une voie de traitement de certains type cancer qui peut étre employée soit en
complément soit en remplacement d’'une autre méttelldeque la chirurgie. Les traitements
classiques du cancer sont la chirurgie qui consistetirer les parties du corps envahies par
les tumeurs; la radiothérapie qui utilise les rapgments ionisant émis par certains éléments
radioactifs pour détruire les cellules anormalesdaumoins ralentir leur progression; et la

chimiothérapie qui implique I'utilisation de prodsiichimiques ayant un effet direct sur les

*'S. Ohkuma; T. Yamashit&iwo-photon sensitized polymerization of vinyl etheia electron transfer of
ZnTTBR J. Photopolym. Sci. Techndlol.15, N°1,2002
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cellules malades, soit en les détruisant, soit mpéehant leur prolifération. Malgré leur

efficacité, toutes ces techniques présentent debreur inconvénients : la chirurgie est en
générale trop invalidante pour le malade (mémeesi ptogres sont faits pour diminuer la
géne occasionnée), tandis que la radiothérapie @tiimiothérapie manquent de sélectivité et
touchent également les tissus sains.

Puisque le cancer est la deuxieme cause de mértdldz 'homme (apres les maladies
cardiovasculaires), on comprend I'intérét de ladap& photodynamique (PDT). Il s’agit en
effet d’'une technique innovante qui a été récemnaeceptée en clinique pour traiter un
certain nombre de cancers et ne présentant pasemusconvénients des autres traitements.
Elle est basée sur la combinaison de deux facteuree molécule photosensibilisante qui
n'est pas toxique par elle-méme et une source lemsie. Cette molécule est capable
d’absorber un photon, entrainant par la suite @ sle réactions causant des dommages

irréversibles aux tissus concernés.

b) Historigue

L’héliothérapie est connue depuis l'antiquité. DE&™ siécle avant notre ére, Hérodote
notait les effets bénéfiques du soleil sur la gaige osseuse, tandis qu’Hippocrate (460-376
avant J. C.) mentionnait son utilisation dans d&eément de plusieurs maladies humaines. Le
terme photothérapie est di au scientifique islan&@sen (1860-1904) qui s'est consacré a
I'étude des effets thérapeutiques des divers raglarspectre solaire notamment pour traiter et
guérir le “Lupus vulgarig¢, maladie de la peau trés courante dans les pagignes>” En
1903, Jesionek et von Tappeitfasnt posé les bases de la photothérapie antituengrate a
I'utilisation combinée de la lumiére et de I'éosiappliquées localement aux tumeurs
cancéreuses (Figure 1-49-a). En 1908, Haussmammontré la photosensibilité¢ de souris
exposées a la lumiére, aprés une injection d’hmoaphyrine (Figure 1-49-b). Cette
sensibilité s'est avéré étre fonction de la quéntié sensibilisateur et de lumiéere. Afin de
prouver que les résultats de phototoxicité miswededce chez la souris peuvent s’appliquer a
'homme, Friedrich Meyer-Betz s'est livré en 1912ude expérience sur lui-méme en

s’injectant 200 mg d’hématoporphyrine (Figure 1-50)

> N. F. FinsenPhototherapy. London: ArnoJd 901
5 A, H. Jesionekyon TappeinerMunch. Med. Wochenschi.903 41, 2042-2051.
" W. HaussmanrBiochem. 71910 30, 276-316.
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Figure 1-49 : Structure de I'éosiné®(a) et de 'hématoporphyrif(b)

Tant qu’il est resté non exposé au soleil, riersplectaculaire ne s’est produit, mais lors de
I'exposition a la lumiere solaire, une réaction kg, entrainant une hyperpigmentation de la
peau et un oedeme généralisé : symptbmes d'unerdeyystbilité a la lumiere, dont il a

souffert pendant plusieurs semaines.

Figure I-50 : Meyer-Betz. A gauche : aprés injeti exposition au soleil. A droite : cing joursépinjection,
I'oedéme est réduit, mais quelques Iésions sunkeas et le visage subsistent

Une observation importante a été faite a Lyon mdic&®d® en 1924 qui a constaté la
fluorescence de porphyrines naturelles dans cedaumeurs, faisant ainsi, pour la premiére
fois, la relation entre cancer et porphyrinkss travaux de Figgeé en 1948, ont été les
premiers a montrer le potentiel des porphyrinesothmment de I’'hématoporphyrine dans le

traitement de certains canceidéanmoins, en 1961 Lipstha noté que le manque de

%8 A. Policard, A. LeulierC. R. Acad. Sci. Soc. Bipl924 91, 1423-1424.
*F. H. J. Figge, G. S. Weiland, L. O. J. Manganjeéfmc. Soc. Exp. Biol. Medl948 68, 640-641.
®0R. L. Lipson, E. J. Baldegrch. Dermatol.196Q 82, 508-516.
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spécificité de ce photosensibilisateur pour lesusscancéreux peut engendrer de graves
lésions des tissus sains lors du traitement photdique. Lipson a introduit alors un dérivé
de I'hématoporphyrine (HpD) et a démontré la |aalon, avec un degré élevé, des
porphyrines dans les tissus cancéreux permettawmisialisation des zones tumorales par
irradiation dans l'ultraviolet (fluorescence rouges porphyrines). Pendant une dizaine
d’années, ce compose a été utilisé comme agenhaliigue de certains cancers. Ce n'est
gu'en 1974 que le dérivé d’hématoporphyrine a cammdéveloppement rapide comme agent
thérapeutique grace aux travaux de Dougfiertgui a démontré lefficacité de la
photothérapie dynamique des cancers sur des mode@iesaux puis sur des humains.
Parallélement & ces recherches, Weistfaapiécouvert que I'absorption d’énergie lumineuse
par la HpD induit la formation d’oxygéne singulaggent responsable de la destruction des
tissus. En 1984, Dougheffya obtenu par purification de la HpD, un mélangenposé
(Figure 1-51) essentiellement d'oligoméres religes des ponts éther et/ou ester. Cette
fraction active est actuellement commercialisées$emom de Photofrth Entre 1986 et 2000,

le Photofriff a été le seul photosensibilisateur utilisé eniaglie humaine. Il n'a recu que
récemment l'autorisation de mise sur le marché gdnsieurs pays (USA, France, Hollande,

Japon,...).

HOOC

COOH

Pont éther

Pont ester
HO

Figure I-51 : Structures des fractions actives dot&¥frin®

1T, J. Doughertyd. Natl. Cancer Inst1974 52, 1133-1136.
2 K. R. Weishaupt, C. J. Gomer, T. J. Doughe®gincer Res1976 36, 2326-2329.
%37, J. Dougherty; W. R. Potter, K. R. Weishauipg. Clin. Biol. Res1984 170, 301-314.
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Désormais, de nouvelles molécules, plus spécifiqeteplus actives sont développées en
laboratoire. Certaines recurent une autorisatiomide sur le marché (AMM) tandis que d’autres

sont actuellement en essai phase clinique I, lllou

c) Mécanisme et processus photochimique

La premiere étape consiste a introduire, généralemar voie intraveineuse, l'agent
photosensible. La tumeur qui a concentré cet agsehtalors exposée a une lumiere de
longueur d’'onde capable dinduire un mécanisme qattomique et dont les agents
intermédiaires sont des espéces cytotoxiques. dragtion de ces especes avec le milieu
intracellulaire endommage les membranes et diveganites conduisant & la mort cellulaire
(Figure 1-52).

N &3
Aprés qa. :@b Aprés qg.
minutes @ heures
Tissus sain &3 @
Irradiation
lumineuse
Injection de
porphyrines

Figure 1-52 : Représentation schématique du prindpla PDT

La majorité des photosensibilisateurs présenteabserption optimale dans le domaine de
I'ultraviolet, le violet ou le bleu spectral, alogsie l'irradiation lumineuse en PDT s’effectue
habituellement en lumiére rouge (650 a 750 nm)cedle-ci permet une pénétration de plus

d’un millimétre au niveau tissulaire (Figure I-53).

%4, J. Mac Donalds; T. J. Doughertasic principles of photodynamic therapy, JournalP@irphyrins and
Phthalocyanineg2001 5, 105-120
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Figure 1-53 : Profondeur de pénétration de la luenians les tissbs

Le spectre d’absorption de 'héme présente unrénse autour de 420 nm et en raison de
la présence de vaisseaux de petites et/ou de ldngemnsions localisés au niveau des tissus,
les plus courtes longueurs d’onde sont sujettesfarties variations d’intensité lumineuse. En
PDT, des cellules tumorales peuvent étre alorstisoies a I'action de la lumiere au voisinage
d'un vaisseau et survivre a lirradiation. Ceperideertaines restrictions a l'usage de la
lumiere rouge existent. En effet, en raison de ifpeatsion lumineuse et de I'absorption
minimale du sang (et des tissus), les longues kemgud’'onde (> 800 nm), ne pénétrent que
guelques millimétres dans les tissus. Le rayontdaale la PDT est habituellement inférieur
a 1 cm, cependant pour des tumeurs plus épaissesultiples séances d’irradiation sont
nécessaires en pratique, en insérant, par exemiplgEeurs fibres optiques a l'intérieur du
volume tumoral.

A la suite de I'absorption d’'un photon, le photasibitisateur se retrouve excité. Il existe
alors plusieurs possibilités de retour a son @matldmental. L'une d’elle est la fluorescence.
Cependant pour étre un photosensibilisateur pefenine molécule doit pouvoir stocker
I'énergie plus longtemps (micro ou milliseconde)ett€ situation est possible lorsque
I'électron excité change d’état de spin, donnaati la une situation transitoire dénommeée
conversion intersysteme. Le photosensibilisateait@&se retrouve ainsi a I'état triplet. 1l peut
alors retourner a I'état fondamental (phénoménephklesphorescence) ou transférer son
énergie aux molécules environnantes et notammdiixygene. Le photosensibilisateur, a
I'état fondamental, est alors ainsi de nouveauatigge pour I'absorption d’un autre photon.

Par conséquent, celui-ci agit comme un catalyselrtrgnsfere I'énergie lumineuse aux
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molécules de dioxygene générant ainsi des esp@seretctives et nocives pour les structures
intracellulaires telles que les lipides membrarsaioe les enzyme$.Ces espéces peuvent
méme altérer ou détruire le photosensibilisatenduisant ainsi la formation de photo-
produits et la perte progressive de la photosdissibon et de la fluorescence (photo-
blanchiment) survenant en cours d’irradiation.

Sous l'effet du transfert d’énergie, les moléculies dioxygéne environnantes peuvent
réagir soit par réaction de transfert d’électronlji@ermédiaire d’'un substrat (mécanisme de
type |) soit par réaction de transfert d’énergie@¢amisme de type Il). Dans la réaction de
type I, des radicaux libres sont formés conduisamé production de radicaux hautement
réactifs (Q7, OH) et & la production d@eroxyde d’hydrogéne (4D.).°° Toutefois, la
majorité des photosensibilisateurs utilisés en RIQiEsent principalement via le mécanisme

de type Il au cours duquel I'oxygéne singut@.j est produit (Figure 1-54).

Porphyrine
. P y . S * . C.1.S= Conversion intersystéme
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Figure 1-54 : Mécanisme photochimique de la PDT

L’oxygene singulet peut réagir avec pratiquementds les biomolécules présentant des
liaisons © telles que les phospholipides, le cholestérol, degles aminés (tryptophane,

histidine, méthionine) ainsi que certaines basetéigues (guanine) (Figure 1-55).

®SN. Kaul, H. J. Formarnifoxicology of Human Environme200Q 311-335.
% C. S. FootePhotochem. Photobigl1991, 54, 659.
" E. D. Sternberg, D. Dolphin, C. Briickn@etrahedron1998 54, 4151-4202.
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Figure 1-55 : Exemples d'oxydation et de cyclodddities composants cellulaires
menant a la destruction de la tunféur

Cependant son temps de vie étant tres court (ddréode la nanoseconde), son rayon
d’action se limite & son site de formatirLes organites cellulaires atteints dépendent alors
du site d’accumulation du photosensibilisateuiiadil La nature de celui-ci joue donc un role
important dans les sites d’attaque de I'oxygénguet®® L'ensemble de ces processus va
provoquer l'inactivation d’un grand nombre de cdnsaints cellulaires importants, d’un point

de vue structural mais aussi métabolique, ce gem@iner la mort de la cellule.

d) Les mécanismes de la photodestruction

Les photosensibilisateurs utilisés en PDT ont [gacdé de se concentrer majoritairement
dans les cellules tumorales. Bien que ce mécanfasse I'objet de nombreuses études, il
demeure encore mal compris. C’est, sans doute, dpacité des sensibilisateurs
d’extravasation (fuite de la molécule hors du \edsssanguin dans lequel elle est injectée),
leur affinité pour les cellules endothéliales enlifération et la possibilité de formation de
liaisons covalentes avec les récepteurs LDL (Lowsditg Lipoprotein), jointes a I'absence de
drainage lymphatique au niveau tumoral qui sontmigux a méme d’expliquer ce
phénoméne. La destruction des cellules tumoralefisgar photodestruction selon deux

types de mécanismes. Le premier est direct provagies dommages cellulaires irréversibles

%8 J. Moan;Photochem. Photobigl199Q 6, 343-347.
%9 W. Henderson, T. J. Dougherfhotochem. Photobigl1992 55, 145-147.
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(apoptose et nécrose), et le deuxiéme indirect quuant des dommages vasculaires et

immunitaires (Chapitre IV-2).

e) Les photosensibilisateurs utilisés en PDT

La recherche et le développement de nouveaux phidslisateurs sont un probleme

complexe car ils doivent répondre a des critéres definis :

« étre non-toxique en absence de lumiere

« étre de composition parfaitement définie

* avoir une grande sélectivité vis a vis des cedulmorales

* posséder une absorption optimale entre 650 etr880pour une plus grande
pénétration de la lumiéere dans les tissus

* avoir un rendement quantique en oxygene singléee

« étre amphiphile pour s’'incorporer au mieux dassdrganites cellulaires

* avoir une durée de vie plasmatique suffisammamgjue

Les molécules les plus couramment utilisées en data@nticancéreux se répartissent en

plusieurs classes :

 de premiére génération : les molécules d’origiaturelle
» de deuxieme génération : les molécules de symthés

* de troisieme génération : les molécules vectesisé

v Photosensibiliseurs de premiére génération :

Les photosensibilisateurs de premiere génératigroupent ’lhématoporphyrine associé a
ses dérivés et notamment le PhotSfrib’hématoporphyrine (Figure 1-49) est isolée atipar
de I'hémoglobine traitée en milieu acide. C’est pnoduit aisément obtenu mais qui ne
présente pas de sélectivité vis a vis des celkdeséreuses. Le dérivé d’hématoporphyrine
(HpD) est obtenu par traitement acide (acide agétiget acide sulfurique) de
I’'hématoporphyrine puis par saponification des pitsd acétyles. Une étude par
chromatographie liquide haute performance (HPLChingo que ce mélange contient de
I’'hnématoporphyrine (20%), de I'hydroxyéthylvinyldewoporphyrine (20-30%), de la
protoporphyrine (3-5%) ainsi que des oligoméerepdhyrines (2 a 6 unités) reliées entre
eux par des ponts éther, esters et/ou carbonermrlh@s monomeres semblent avoir une

|.63

activité anti-tumorale réduite. Doughertycell.”” parviennent alors a obtenir, par purification
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partielle du dérivé de I'hématoporphyrine, un méknappelé Photoftth (Figure I-51),
composeé essentiellement de diméres, telle quénénditoporphyrine (DHE), et d’oligoméres
dont les unités sont reliées par un pont étherister.eCe mélange de composés est utilisé dans
le traitement de tumeurs présentes au niveau aexltes et de I'cesophage. Cependant, ce
traitement nécessite un délai assez long entijedlion des photosensibilisateurs de premiéere
génération et I'exposition lumineuse. De plus cpttarmacocinétique est couplée avec une
biodégradation relativement lente du photosensdiiur. La médication avec ces molécules
reste contraignante puisque le patient doit évitex exposition a la lumiére durant quatre a

huit semaine&®

v" Photosensibiliseurs de deuxieme génération :

Devant le peu de sélectivité de ces composés vis-des cellules cancéreuses et une
application restreinte aux tumeurs superficielts,nombreux travaux se sont orientés vers
des photosensibilisateurs plus spécifiques et ¢tepababsorber des lumiéres de longueurs
d’ondes plus élevées afin d’obtenir un traitemembiheux efficace pour des tumeurs plus
profondes. Les recherches se sont tournées verphidssensibilisateurs de structure bien
définie. Ces photosensibilisateurs, dits de seca@eration, possedent I'avantage d'étre
éliminés rapidement par I'organisme, évitant aimse photosensibilité prolongée du patient.
lls comprennent plusieurs classes de moléculesstgllie les chlorines (FosGampe6), les
purpurines (Purlytifi), les texaphyrines (Xcytrfh Lutrin®) ou encore des précurseurs de
porphyrines (5-ALA). La tétrarfjetahydroxyphényl)chlorinert-THPC), commercialisée en
2002, pour le traitement du cancer du cou et dété sous le nom de Fos&4rigure 1-33),
posséde un coefficient d’absorption trés élevé damsuge £ = 29600 mof.L.cm™ dans le
méthanol}* et sa durée de vie, relativement longue de I€taité, lui confére un rendement
guantigue important en oxygéene singulet. Seulent@nt, THPC reste peu sélective vis-a-vis
des tumeurs. Une illumination trés précise de liéeca traiter doit étre alors de rigueur pour
eépargner au maximum les tissus voisins et ce coéngest avéré étre un bon candidat pour le

traitement des cancers de la prostate ou du paiéréa

M. M. Ressler, R. K. PandeGHEMTECH 1998 28, 39-45.

"I R. Bonnett, B. D. Djelal, A. Nguyed; Porphyrins Phthalocyaning001, 5, 652-661.

2T, R. Nathan, D. E. Whitelaw, S. C. Chang, W. R.d,eéR. M. Ripley, H. Payne, M. C. Parkinson, M.
Emberton, A. R. Gilliams, A. R. Mundy, S. G. Bowh;Urol., 2002 168, 1427-1432.

'S, G. Bown, A. Z. Rogowska, D. E. Whitelaw, W. RekelL. B. Lovat, P. Ripley, L. Jones, P. Wyld, A.
Gilliams, A. W. R. HatfieldGut, 2002 50, 549-557.

58



Des dérivés de la chlorophylle sont également étudbur leurs applications en PDT et
notamment la chlorines€Figure 1-56).Outre une absorption intéressante vers 660 nne cett
molécule présente une pharmacocinétique et uneéé@adation rapide, I'irradiation devant
intervenir peu de temps aprés l'injectidnAssociée a I'acide-aspartique, la chlorinege
devient alors un photosensibilisateur sélectif quisdes travaux, effectués sur des souris,
mettent en évidence une fluorescence tumorale foisgsupérieure a celle des autres tissus,
72 heures aprés l'injection du compd3&a monot-aspartylchlorine gest testée (phase |

et 1) pour le traitement de tumeurs cutan®es.

COOH COOH
COOH COOH
COOH b NH
chlorine g, mono-L-aspartychlorine g, & COOH

COOH

Figure 1-56 : Structures de la chloringet de la mona-aspartylchlorine £

Les purpurines sont des molécules de la famillectdsrines qui possedent un cycle
accolé au squelette porphyrinique de base. Laliséalbecherchée pour les chlorines de
synthese est ainsi obtenue et I'exocycle confareti@ molécule une absorption vers 660 nm.
L'éthylétiopurpurine d’étain est un dérivé commalisé sous le nom de Purlyfin
(Figure 1-57). Il est étudié pour lutter contredancer de la prostdfeet est utilisé pour le
traitement de la dégénérescence maculaire liégga (DMLA). Cependant la faible stabilité
de cette molécule dans I'eau pose un probleme lgoaitementin vivo. Les recherches se
sont orientées vers une dilution de ces composés des agents émulsifiants constitués

d’acides gras (CremopHdr’®

" G. A. Kostenich, I. N. Zhuravkin, E. A. ZhavriBhotochem. Photobigl1994 22, 211-217.

5 K. Aizawa, T. Okunaka, T. Othani, H. Kawabe, Y. Ymaka, S. O’Hata, N. Ohtomo, K. Nishimiya,
C. Konaka, H. Kato, Y. Hayata, T. Saifhotochem. Photobigl1987, 46, 789-793.

®T. J. DoughertyPhotochem. Photobigl1993 58, 895-900.

"'S. H. Selman, D. Albrecht, R. W. Keck, P. Brenrankond;J. Urology, 2001, 165, 1795-1801.

8 M. Kreimer-BirnbaumSeminars in Hematolog$989 26, 157-173.
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CO,Et

Figure |-57 : Structure de la Purlytin

Contrairement aux porphyrines, les texaphyrinesam: pas des composeés tétrapyrroliques
mais tripyrroliques (Figure 1-58). Ces moléculesiymnt se complexer, a différents degrés
d'oxydation, avec une large série de métaux etnmotnt avec ceux de la série des
lanthanides? Plusieurs molécules de ce type sont actuellememtmercialisées sous les
noms de Xcytrifi, dérivé de Gadolinium (+lII) utilisé contre desmeurs métastasiques du
cerveau ou Lutrifi, dérivé de lutetium (+Ill) préconisé pour le temitent de cancers

récurrents du sein.

OH

ji>:0(cr|chzo)3Me
O(CH,CH,0)sMe

Ln = Gd(lll) ou Lu(lll)

Figure 1-58: Structures du Xcytfiret du Lutrirf

Ces métallotexaphyrines présentent une trés bofleetisité pour les cellules tumorales
ainsi qu’une forte bande d’absorption entre 73307} nm permettant une bonne pénétration

lumineuse a travers les tissus. De plus I'étateripelativement long de ces composés améne

9J. L. Sessler, R. A. MilleBiochem. Pharm200Q 59, 733-739.
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une production efficace en oxygéne singtfldtiirradiation peut étre effectuée trois heures
apres l'injection de ces molécules et leur élimoratrapide par I'organisme assure une
photosensibilité réduite du patient.

Une autre approche utilisée en photothérapie dymaenest la synthese de porphyrines
endogénes. Ainsi I'acide 5-aminolévulinique (5-AL&3t un précurseur de la biosynthése de
I’'hnéme et par conséquent de la protoporphyrinea@ent photosensibilisateur (Figure 1-59).
La conversion relativement lente de la protoporpteyrlX en heme, ainsi qu’un apport
exogene de 5-ALA, permet d’obtenir des concentnatiélevées en protoporphyrine IX dans
les cellules. Il est possible alors d'irradier lameur afin de déclencher le processus
photochimique de la PD%.De plus ces porphyrines se dégradent rapidement/axggéne

singulet qu’elles produisent (photoblanchimentjiuiéant les phénomenes de photosensibilité

du patient.
/ Héme

COOH

0 N
HZN/\COOH + -

S

“CoA
Glycine Succinyl-CoA
HOOC COOH Fﬁ”lo'
Stro- Ole négati chélatase
ALA-Synthétase Rétro-contréle négatif
7
N
o| Porphobilinogéne
HaN OH
Uroporphyrinogéne |l
o] >
Coproporphyrinogene 1lI

Acide 5-aminolévulinique " Looc COOH

Protoporphyrine 1X

Figure 1-59 : Schéma simplifié de la biosynthésérdame

8 A. Harriman, B. G. Maiya, T. Murai, G. Hemmi, J. &essler, T. E. Thomag; Chem. Soc. Chem. Comm.
1989 5, 314-316.
81.C. J. Kelty, N. J. Brown, M. W. R. Reed, R. AckdoPhotochem. Photobigl2002 1, 158-168.
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L’acide 5-aminolévulinique s'avére trés efficacenslae traitement des cancers cutdiiés.
L'activation lumineuse s’effectue trois a six heuraprés l'application locale de cet

aminoacide.

v" Photosensibiliseurs de troisieme génération :

Les photosensibilisateurs de troisieme génératgpogent sur le méme principe mais,
comme nous l'avons indiqué précédemment, le cdl@strmuni d’'un substituant ou vecteur

apte a reconnaitre spécifiquement les cellulesé&anses (Figure 1-60).

Photosensibilisateur Substituant de vectorisation

Porphyrines, Glucides, peptides, p olyamines,

chlorines, pht alogfallllles. acides foliques, extradiol, ..
benzop orphyrines, ...

Figure 1-60 : photosensibilisateurs de troisiemeégétion

Parmi cette nouvelle classe de photosensibilisstenous pouvons citer le complexe
estradiol-porphyrine qui est composé d'un noyautyge tétraphénylporphyrine relié a

I'estradiol par le biais d’un bras espaceur (Figusé).

Estradiol

NH
O
\_% n

HO

Figure 1-61 : Complexe estradiol-porphyrifie

8 R. R. Allison, G. H. Downie, R. Cuenca, X.-H. HD, J. H. Childs, C. H. Sibat®&hotodiagn. Photodyn.
Ther, 2004 1, 27-42.
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Cette molécule reconnait les récepteurs a cestregpmesont surexprimés par les cellules
dans certains cancers (cerveau, ovaires, seins)rdsiltats montrent que les récepteurs a
cestrogenes reconnaissent sélectivement le photodiseateur bien que ['activité
photodynamique soit encore faible en raison du n@gaphyrine peu actff

De méme, le complexe 4-carboxyphénylporphyrineeaéidique est une molécule ciblant
les récepteurs a acide folique (Figure I1-62). Gaepteurs sont en effet surexprimés a la
surface de nombreuses cellules cancéreuses (a@uncerveau, des ovaires, des poumons...)
et sont difficiles d'acces a la surface des cedlugaines. Cela fait d'elles des cibles
privilégiées. Durant les test®m vitro, le complexe montre une forte affinité pour ces
récepteurs, méme si le mécanisme de transporadeéd’ folique a 'intérieur de la cellule n’a
pas été élucidé. De plus, I'activité photodynamiduecomplexe est tres supérieure a celle du

photosensibilisateur setl.

HO
_ Ny o o
LXT O 3

X =
HoN N N NH

—~—

Acide folique (Viamine By)

Figure 1-62 : Complexe 4-carboxyphénylporphyrineadoliqué*

Parmi les vecteurs spécifiques couplés aux moléqhetosensibilisantes, les polyamines
apparaissent depuis peu comme une nouvelle classeeftant d'améliorer la sélectivité vis-
a-vis des cellules cancéreuses. En effet, cellesftiindispensables a la division cellulaire et
leur métabolisme est amplifié dans les cellulesonates, du fait de la surexpression du gene
codant l'ornithine décarboxylase (Figure I-83)Ce géne est une enzyme libérant le
groupement carboxyle de l'acide aminé ornithinedpisant la putrescine (polyamine),

conduisant a une forte concentration en polyanspergnidine et spermine).

8D. A. James, N. Swamy, N. Paz, R. N. Hanson,fRy; Bioorg. Med. Chem. Lett1999 9(16), 2379-2384

8 R. Schneider, F. Schmitt, C. Frochot, Y. Fort,Lurette, F. Guillemin, J. F. Mueller, M. Barbergjbb;
Bioorg. & Med. Chem2005 13(8), 2799-2808.

8 M. Auvinen, A. Paasinen-Sohns, A. Kangas, L. Kap@asSaksela, L. C. Andersson, E. HollZancer Res.
1997, 57, 3016-3025.
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Cycle de lurée I S—adénosylméthionineL

S-adénosylméthyonnine|
décarboxylase |

Ornithine

.

I S-adénosylméthionine décarboxylé+e
T

| Ornithine décarboxylase |

2 NH,

Putrescine

Spermidine synthétase

NH\/\/\
HZN\/\/ NH,

Spermidine

Spermidine

Spermine synthétase

HoN NH _~_"~
2 \/\/ NH/\/\NHZ

Spermine

Figure 1-63 : Cycle des polyamiriés

L'étude du métabolisme des polyamines met en évidees cibles prometteuses. L'une
d'entre elle consiste endiguer la production endegkes polyamines en inhibant les enzymes
responsables de leur synthése. Le méthylglyoxédpbésyl)hydrazone (MGBG, Figure 1-64),
par exemple, permet d’inhiber 'adénosylméthionitéearboxylase et de bloquer, de ce fait,
une partie de la biosynthese. De méme, le DFM@ifluorométhylornithine, Figure I1-64)
inhibe l'ornithine décarboxylase, stoppant ainsiptaduction intracellulaire de putrescine,
véritable facteur de croissance. Cependant lesleslicancéreuses s’adaptent aux effets de
I'inhibiteur et puisent alors les polyamines ciamtl dans le sang, garantissant ainsi un stock

suffisant pour la croissance et le fonctionnemefitlaire.

NH CH,
)k CO,H
MGBG : N X NH o NH, DFMO: H,N
H,N NH N 7|/ N
2N CHF,

NH
Figure 1-64 : Structure d’inhibiteurs du cycle gedyamines
La thérapie antitumorale semble donc s’orientes wgre combinaison de mesures propres

a réduire les différentes sources endogenes eteagsgde polyamines. Cette combinaison

permet de réduire la prolifération cellulaire carcse mais, en aucun cas, elle ne réduit la

8 \/. Catros-Quemener, L. Chamaillard, F. Boweédecine/science$999 15, 1078-1085.
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masse tumorale. Cependant ce ralentissement dssanoe de la tumeur permet de stimuler
les défenses immunitaiféset de réduire la dissémination métastafijube surcroit, cette
carence en polyamines, associée a la présence diecubes anticancéreuses, permet
d’amplifier l'efficacité de celles-ci et constituaine autre approche thérapeutique
intéressant®® De plus ces derniéres possédent un systéme dgporandes polyamines
exogenes caractérisé a la fois par une haute taffeti une faible spécificité. Ainsi de
nombreux travaux se sont attachés a fixer des phes sur des molécules actives afin d’en
améliorer la sélectivité. Les polyamines conjuguéest reconnues par le systeme de
transport au méme titre que les polyamines naaselhinsi, une fois internalisées, les

1.%° ont synthétisé

molécules jouent leur rbéle anticancéreux. Sur decjpre, Phanstiel etol
plusieurs séries d’acridines et d’anthracenes guds a des polyamines (Figure I-66gs
molécules inhibent l'activité des topoisomérasesdoisant ainsi a la mort cellulaire. Cohen

91
l.

et coll. ™, quant a eux, ont utilisé les propriétés intemti@a du chlorambucil et la présence

des polyamines (Figure 1-65) pour cibler 'ADN.

O

X CI\/\N \\\\
H NH
HN N
K\\ cl ///J ’\/\NHZ
/\/\/NHZ H,N

NH
Acridine-spermidine Chlorambucil-spermidine Anthracene-spermidine

Figure 1-65 : Exemples de structures actives cargeg a des polyamiriés*
De méme, notre laboratoire s'est intéressé a cegenax vecteurs afin d’augmenter la

sélectivité de nos photosensibilisateurs utiliseP®T. Les derniéres synthétisées sont des

porphyrines (tritolylporphyrine et protoporphyrith¥), substituées par une ou deux unités

87|_. Chamaillard, V. Quemener, R. Havouis, J. P. Mmulx; Anticancer Res1993 13, 1027-1033.

8 N. Seiler, S. Sarhan, C. Grauffel, R. Jones, Bodgren, J. P. MoulinouwCancer Res199Q 50, 5077-5083.

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

0. Phanstiel IV, H. L. Price, L. Wang, J. Juusolaf¥ine, S. M. ShahJ. Org. Chem.200Q 65, 5590-5599.

%1 a) J. L. Holley, A Mather, R. T. Wheelhouse, P. MIIig, J. A. Hartley, J. P. Bingham, G. M. Coh&@ancer
Res, 1992 52, 4190-4195. b) G. M. Cohen, P. M. Cullis, J.Hartley, A. Mather, M. C. R. Simons, R. T.
Wheelhouse]. Chem. Soc., Chem. Commu992 298-300.
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spermidines ou spermines (Figure |66kt des porphyrines ou chlorines portant deux ou

quatre motifs sperminés ou spermidinés (Figure) %67

7 / \
O(CH),CONH-(CH ) ,-spermidine NH-(CH),-spermidine
R, = ou )
O(CH),CONH-(CH,),,-spermine NH-(CH),-spermine
COOR

COOR

Figure 1-66 : Porphyrines polyaminées

ROC COR

QA

ROC
NH-(CH,),-spermidine
R= ou
NH-(CH,),-spermine
OR COR

Figure 1-67 : Porphyrines et chlorines di et tétlgpminéed’

Ces molécules, contrairement a leur analogue peotégdépourvu de ces vecteurs, ont
exprimés une photoactivité comparable au Photdfvis-a-vis de la lignée cellulaire K562.
Ainsi il apparait que les fonctions amines libres kes polyamines semblent avoir un role
prépondérant dans I'acheminement du photosensitglis dans la cellule. Actuellement des
etudes complémentaires et approfondies sur le gsasede mort cellulaire ainsi que des tests
in vitro etin vivo sur différentes lignées cellulaires sont en caetrs;averent nécessaires pour

conduire a une application thérapeutique poteatiell

92V. Sol, F. Lamarche, G. Garcia, M. Enache, R. Grakle Guilloton, J.C. Blais, P. KrausBioorg. Med.
Chem, 14,2006 1364-1377.

% G. Garcia, V. Sol, F Lamarche, R. Granet, M. Gtollp Y. Champavier, P. Krausgjoorg. Med. Chem. Lett.,
2006 16, 3188-3192.
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Depuis une vingtaine d'année, la présence d'upgi&iques sur un principe actif a fait
I'objet d'un nombre important de travaux. En efféonigny etcoll.’* ont clairement montré
gue les membranes cellulaires contiennent divgrs#gines, parmi lesquelles des récepteurs
lectines capables de reconnaitre spécifiguememésidus glycosidiques. Ces récepteurs sont
spécifiques d’'un sucre, par exemples le récepéstine DC-SIGN est spécifique du mannose
de méme que les monocytes U937 ainsi que les eglllducémiques K562 sont des
récepteurs spécifiques du glucéseDe plus, la présence d'un dérivé polyhydroxylé sur
médicament augmente son caractere amphiphile et donéliore sa durée de vie
plasmatiqué® Ainsi des photosensibilisateurs glycosylés ont dééeloppés. En effet, les
glycoporphyrines présentent par rapport a leur Hogue non glycosylés des propriétés
physico-chimiques supplémentaires se traduisantgparésence éventuelle d'un centre de
chiralité et par un bon équilibre hydrophile/hydnope facilitant son transport
membranairé€® De surcroit, les unités osidiques peuvent égalerpan encombrement
stérique, protéger la cavité du macrocycle et dinsier les phénomenes de dimérisation
observés sous leur forme anionique en solution daas. Par I'étude de la phototoxicité
vitro de nombreux macrocycles tétrapyrroliques glycoapungis, Maillard’ a montré que les
macrocycles substitués dissymétriquement par deutktais monosaccharides sont les plus
photocytotoxiques. Plusieurs générations de mactesytétrapyrroliques se sont ainsi
succédées. Elles different par la nature de laurstguants, leur position mais surtout par le
type de liaison dans lesquelles les glucides saoga@és sur le macrocycle. Ces derniéres sont
caractéristigues des méthodes de glycosylation ampk. Ce sont principalement des
liaisons hétéroatomiques du type éther, esterétiéw, ou amine, mais on trouve également
des liaisons du type C-C.

¢ O-glycosylporphyrines : Cette catégorie de porplasiast la plus développée. Elle

est constituée de molécules fonctionnalisées supasitionss-pyrroliques® *® ou mese

% a) C. keda, M. Monsignylnvasion and Metastasid986 6, 347-366. b) M. Monsigny, A. C. Roche, P.
Midoux, C. Kiedaet, R. Mayelin Lectins and glycoconjugates in oncologsgtructure, function, clinical
application eds : H. J. Gabius, G. A. Nag8hringer-Verlag Heidebberd 988 25-47.

% A. Gabizon, D. Papahadjopould&oc. Natl. SciUSA, 1988 85, 6949-6953.

% K. R. Adams, M. C. Berenbaum, R. Bonnet, A. N.hviik, A. Salgado, M. A. Vallés]. Chem. Perkin Trans.,
1992 1, 1465-1470.

9 G. Csik, E. Balog, I. Voszka, F. Tolgyesi, D. Ouli®h. Maillard, M. Momenteautournal of Photochemistry
and Photobiology, B: Biology.998 44(3), 216-224.

% a) A. F. Mironov, G. M. Isaeva, V. I. Shvets, R. Bvstihneeva, A. N. Stepanov, A. A. Perov, S. E.
Kupriyanov; InoganickeiayaKhimia, 1978 4, 1410-1413. b) R. Bonnett, A. N. Nizhnik, M.rBebaum;J.
Chem. So¢Chem. Commun1989 1822-1823. c) G. Fiulling, D. Schrbder, B. Frankkgew. Chem., Int. Ed.
Engl, 199Q 28, 1519. d) A. Bourhim, S. Czernercki, P. KrauszViari, P. Vigny;Carbohydr. Chem 1990Q
9, 761-765. e) J. H. Fuhrhop, C. Demoulin, C. Biedt, J. Kdning, U. Siggel, Am. Chem. Sqcl992 114,
4159-4165.
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porphyrinique®*® Ces composés présentent des symétries varidlbleguvent &tre mono
ou polyglycosylés. Les glucid€3-liés sont engageés dans des liaisons éthers o @spartir

de carbones anomériques ou des fonctions alcaatsipes ou secondaires. Dans tous les cas
ilIs sont reliés au macrocycle porphyriniqgue partdimédiaire d'un groupement espaceur.
Celui-ci est en général une chaine alkyle pour degphyrines substituées en position
S-pyrrolique et un groupement aryle dans le cagmkesoporphyrines (Figure 1-68).

RZ $ )

Ry
CH
/©/ HO ( 20 @
HO
o OH
OH e)
R etR,= —O OuR, = etR,=

HO OH
HO.
OH OH
ou R, etR= ns 0—\ OuR, = ~0 etR,= HiC— N\ /
HO OH

Figure 1-68 : Exemples d@-glycosylporphyrine®°

Une autre porphyrine, candidate potentielle poutrdgement curatif du rétinoblastome,
est a rattacher a cette série (Figure 1-69). Liagbtaste est la tumeur maligne intraoculaire la
plus commune de I'enfant, touchant un bébé sur@Driissances. Le traitement actuel de
cette maladie orpheline est basé sur l'utilisat@ianticancéreux mutagenes (tel que le
carboplatine) qui augmente le risque de développerde tumeurs secondaires. Méme si
cette porphyringara-triglucoconjuguée n’est pas aussi efficace queokcaff, elle présente

a I'obscurité une toxicitén vitro inférieure a celui-ci’

% a) M. B. Gonzalez, A. C. WeedoBan J. Chem 1984 63, 602-608. b) Ph. Maillard, J. L. Guerquin-Kern,
M. Momenteau, S. Gaspard, Chem. Saoc1989 111, 9125-9127. c) Y. Kuroda, T. Hiroshige, T.&et H.
Ogoshi,Carbohydr. Res1989 192, 347-350. d) K. Driaf, P. Krausz, B. VerngMl. Spiro, J. C. Blais et G.
Bolbach;Tetraherdron Lett.1993 34, 1027-1030. e) A. Bourhim, O. Gaud, R. GraRetKrausz, M. Spiro;
Synletf 1993 563-564.

190 ytilisation de la métathése des alcénes pour tiéhége de porphyrines O- et C-glycosylées éthylisig
Application a la photothérapie dynamiqiidiese soutenue par L. Gachard-Bouldyiversité Limoges, LCSN,
2003
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Figure 1-69: Porphyrinpara-triglucoconjuguée présentant une bonne actinitétro
dans le traitement du rétinoblastdthe

¢ N- ou Sqglycoporphyrines : Les rares exemples rapportéss da littérature
correspondent tous a desesearylglycosylporphyrines®* Quelques exemples comme les
N-glycosylporphyrines neutres et cationiques syighés par Czuchajowski® ainsi qu'une

| 101d

"cyclodextrin-sandwiched porphyrin" synthétisées lgaroda etcol sont représentés sur

la figure 1-65 et figure 1-66.

\ /"

OH

7 N\

Figure 1-70 : Exemples d€-glycosylporphyrine¥*

113) Y. Kuruda, T. Hiroshige, T. Sera, Y. Shiroiwa, Fanaka et H. Ogoshi; J. Anthem. So¢ 1989 111,
1912. b) L. Czuchajowski, H. Lifetrahedron Letf 1994 35, 1629-1630. ¢) Y. Kuruda, H. OgosBiynlett,
1994 319-324.
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"

B-cyclodestrine

Figure 1-71 : Exemple d8-glycosylporphyrine¥™¢

¢ C-glycosylporphyrines : Cette classe de glycosylpgrines est également peu
représenté&’?%? Dans cette catégorie de glycosylporphyrines, kités glucidiques sont
directement liées au macrocycle. Les rares traeftectués par Maruyama ebll.’*® et
Cornia etcoll.**®

(Figure 1-72).

ont conduit a l'obtention de glycosylporphyrimegse et -substituées

HO

Figure I-72 : Exemples d&-glycosylporphyrine¥¥?

Parmi la classe des glycoporphyrines, on trouvesiadess porphyrines cationiques. Ces
molécules, synthétisées aussi au sein de notrealalir@, sont préparées pour cibler les

récepteurs osidiques augmentant par la méme oodasioamphiphilie (Figure 1-73§¢

192 3) N. Ono, M. Bougauchi, K. Maruyama@gtrahedron Lett 1992 33, 1629-1632. b) G. Casiraghi, M.
Cornia, G. Rassu, C. Del Sante, P. Spdetrahedron Letf 1992 48, 5619-5928. c) M. Cornia, G. Casiraghi,
S. Binacchi, F. Zanardi et G. Rassl;Org. Chem 1994 59, 1226-1230. d) G. Casiraghi, M. Cornia, F.
Zanardi, G. Rassu, E. Ragg, R. BortolihiOrg. Chem 1994 59, 1801-1808.

70



R = Me, iPr, n-oct

Figure I-73 : Porphyrines glycosylées cationigties

Plus récemment des glycoporphyrines a bras espawgurapparues. Ainsi Pandey et

coll 103

, ont montré que des chlorines liées grgalactose via un bras espaceur ont une forte
affinité pour les récepteurs galectines tout ersgméant une bonne activité photodynamique

(Figure 1-74).

Figure 1-74 : Chloring-galactos®?

De méme, Maillard etoll.”” ont développé de nouvelles molécules triglycoopmes
capables de cibler spécifiquemenin-vitro - les lectines surexprimées sur les cellules de
rétinoblastomé® A travers ces travaux, ils ont démontré que lacagylation, sur le
macrocycle muni d'un bras espaceur, augmente isigtivement ['activité photodynamique
de ce dernier (Figure I-75).

13 G, Zheng, A. Graham, M. Shibata, J. R. Missert, .A0Reroff, T. J. Dougherty, R. K. Pand&gurnal of
Organic Chemistry2001, 66(26), 8709-8716.

1941, Laville, S. Pigaglio, J.C. Blais, F. Doz, B. Lép®. Maillard, D. S. Grierson, J. Blai#yurnal of Medicinal
Chemistry2006 49(8), 2558-2567.
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Figure |-75 : Porphyrine triglycoconjuguée ligerdtuas espaceur diéthyléne gly€dl

Il existe aussi des porphyrines glycosylées prés¢nin motif dérivé d’acide aminé. Ces
molécules hybrides, synthétisées au sein de nab@ratoire, portant un ou plusieurs acides
aminés (alanine), ont été préparées afin de aildsmécepteurs glycosidiques mais également

des sites spécifiques a ces acides aminés (Figig'°

O\

R,= HO o ¢
5 /\ < : H@O
—=NH  CH,

3
HO o L =
H@o R=

—-NH  CH,

Figure 1-76 : Porphyrines substituées par des acdgnés et par des unités osididfres

Le LCSN a également élaboré la synthese des pangisypossédant un petit peptide a 3
ou 5 unités comportant la séquence RGD (arginiheirg, acide aspartique)’® En effet
cette derniere permet de cibler specifiguement iteégrines de surfaces des cellules
endothéliales lors de la néovascularisation (mesa3tet plus particulierement le recepteur
ayPs (Figure 1-77).

195y, Sol, J. C. Blais, V. Carre, R. Granet, M. Gatitin, M. Spiro, P. Krauszlournal of Organic Chemistry
1999 64(12), 4431-4444.
196y, Chaleix, V. Sol, M. Guilloton, R. Granet, P.dUsz;Tetrahedron Letf.2004 45, 5295-5299.

72



- : argiline
- : glycine
- : aspartate

Figure |-77 : Complexe linéaire RGD-porphyrine-gige et cyclisé RGD-porphyrine-glucd®$e

Enfin, Parmi la classe des photosensibilisateurdroisieme génération il existe des
macrocycliques tétrapyrroliques liées a des grogmesnprotéiques permettant le ciblage de
cellules malignes. A titre d'exemple, il existe umelécule "chimere" obtenue par liaison
covalente entre la sous-unité B de la toxine dga&HFigure I-78) et une porphyrin¥.Les
mesures de son activité photodynamigqueitro montrent que celle-ci est dépendante de la
présence, sur les membranes des cellules utiliskesecepteurs transmembranaire de la
toxine. La toxine de Shiga est composée de dewésuniA et B. La sous-unité B se lie a
certains glycolipides spécifiques de la membraeeg(bbotriaosylceramide (Gb3)) ce qui

permet au photosensibilisateur de se lier spédfitent a la cellule visée.

Sous-unité A

Sous-unité B

Figure |-78 : Toxine de Shig¥

7M. T. Tarrago-Trani, S. Jiang; K. C. Harich; B. SierPhotochemistry and photobiolog3Q06 82(2), 527-
37
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f) Autres applications thérapeutiques

Les photosensibilisateurs et la photothérapie dymaentrouvent des applications dans
d’autres domaines que les traitements anticancéreiexemple le plus marquant est
I'utilisation d’'un dérivé de benzoporphyrine dans traitement de la cécité. La vertéporfine
est commercialisée dans une formulation liposomiatius le nom de Visudyfie
(Figure 1-79).

HyCOOC

e { )

H,COOC

H,CO0C

Figure 1-79 : Structure de la vertéporfine

Cette molécule est indiquée dans les cas de la DMhéz les patients présentant une
néovascularisation choroidienne causant une perteigion centrale. La DMLA touche
essentiellement les personnes de plus de 58%aha.sélectivité de cette molécule s'effectue
essentiellement par le biais des lipoprotéinesadsef densité (LDL) dont les récepteurs sont
surexprimés au niveau de la néovascularisationottienne. La vertéporfine forme des
complexes avec les LDL et ceux-ci sont acheminds ks néo-vaisseaux. La formulation
liposomiale permet d’augmenter la solubilité et délectivité vis-a-vis des protéines
sanguines. La molécule est irradiée a la longueurdeg de 689 nm par une lumiére laser, 15
a 30 minutes aprés linjectidf® L'oxygéne actif (oxygéne singulet) cause alors des

dommages aux néo-vaisseaux aboutissant a la vagactaon et I'occlusion de ceux-ci.

Une autre utilisation des photosensibilisateursyetidpée en particulier dans notre

laboratoire, est la photochimiothérapie antimiceomie (PACT)X Le processus

1% G, Soubrane, N. M. Bressldr. J. Ophthalmo|.2001, 85, 483-495.

19K, J. Messmer, S. R. Abéknn. Pharmacother2001, 35, 1593-1598.

10y, Sol, P. Branland, V. Chaleix, R. Granet, M. [Bion, F. Lamarche, B. Verneuil, P. Krausiporg. Med.
Chem. Let{.2004 14, 4207-4211.
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photochimique générant I'oxygene singulet endommia§eN et les sites membranaires
bactériens. Cependant en raison de la nature depdmi bactérienne, certains
photosensibilisateurs semblent inadéquats. En, gffetr les Gram—, les photosensibilisateurs
anioniques sont inefficaces. Les photosensibilisateationiques, quant a eux, montrent une
activité antibactérienne vis-a-vis des types Gramet les Gram+' De plus, la
photochimiothérapie peut étre un traitement alt#fraax maladies ou les bactéries présentent
des résistances multiples aux drogues. Ainsi [I'tépw@phyrine et la tétra-
(N-méthylpyridyl)-porphyrine (Figure 1-80) photoinaat, respectivement les bactéries,
Staphylococcus aureugGram+) etAcinetobacter baumanni{iGram-), responsables de tres

nombreuses infections nosocomiaits!t?

Figure 1-80 : Structure de la tétraN¢méthylpyridyl)-porphyrine (TMPyP§> 13

Toutefois les macrocycles n'ont pas besoin d’éygé&natiquement activés par la
lumiére pour posséder une application thérapeutigiresi, certaines porphyrines sulfonées
possédent des propriétés antivirales, notammertecdm VIH (virus d'immunodéficience
humaine). Elles interferent dans la liaison vir@sapteurs cellulaires, inhibant ainsi la
réplication du virus’* D’autres porphyrines, métallées et chargées, pewseefixer a I'’ADN
et couper celui-ci. Le role de catalyseur d’oxyolatdu macrocycle métallé est alors utilisé,

en présence d’un donneur d’oxygéne, pour endomniegéases nucléiqués.

H1K. O'Riordan, O. E. Akilov, T. Hasam®hotodiagn. Photodyn. TheR005 2, 247-262.

12 G, Bertoloni, F. M. Lauro, G. Cortella, M. MerchBipchem. BiophysActa,200Q 1475, 169-174.

13y Nitzan, H. AshkenaziCurr. Microbiol., 2001, 42, 408-414.

14D, W. Dixon, A. F. Gill, L. Giribabu, A. N. VzorovA. B. Alam, R. W. Compas]. Inorg. Biochem.2005
99, 813-821.

5B, Mestre, A. Jakobs, G. Pratviel, B. Meunigchemistry 1996 35, 9140-9149.
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6. Finalité du travail

Le cancer étant la deuxiéme cause de mortalité bmenme, la recherche de nouveaux
principes actifs de plus en plus efficaces rest@nableme d'actualité. De ce fait nous nous
sommes intéressés a la synthése de nouvelles redémitentiellement actives en vu de leur
application a la photothérapie dynamique, technignevante qui a été recemment acceptée
en clinique pour traiter un certain nombre de cescet ne présentant pas tous les
inconvénients des autres traitements.

Actuellement dans le secteur médical, quelqueshyoies possedent une affinité élevée
pour certaines cellules tumorales et peuvent agitast que photosensibilisateurs rendus
cytotoxiques par irradiation lumineuse dans la apiEr photodynamiquE?®
Malheureusement, la lumiere est fortement absgpbédes tissus corporels limitant ainsi les
applications cliniques. La pénétration la plus dorau travers des tissus, se fait a des
longueurs d’ondes élevées (700 nm) et pour ceterrale nombreux efforts sont dirigés vers
le développement de nouveaux photosensibilisatfticeces qui absorbent entre 600 et 800
nm'® La présence de bandes d’absorption plus intemiess la région rouge et proche
infrarouge, résultant de la modification du chroimm@ de porphyrine conduit a de
nombreuses applications potentielles en PBT'En outre, ces modifications fournissent de
nouveaux horizons de synthéses par rapport a laende la conjugaison et de l'aromaticité
dans des systémes porphyriniques. Dans ce domaimegrivés de porphyrifig (mese et
p-substituées), les oligoméres de porphyrifiest les hydroporphyrines modifiéé$ telles
gue les chlorines et les isobachtériochlorinesgtétargement étudiés.

D'autres analogues porphyriniques, encore peuégudrésentant des caractéristiques tres
intéressantes pour leur utilisation en tant que tqdemsibilisateur en PDT sont les
benzoporphyrines. Cependant, une étude détaillda tgérature montre que ces dernieres
posseédent une faible solubilité pouvant s'avére @h inconvénient majeur en PDT. En

revanche, les tétrabenzoporphyrines substituéesesupositionsmesg par un groupement

116 3) S. B. Brown, T. G. TruscofGhem. Br.1993 29, 955-958. b) R. Bonnetthem. Soc. Re1995 24, 19-
33. ¢) L. R. Milgrom, S. MacRobeiGhem. Br1998 34 (35), 45-50.

173) J. Fabian, H. Nakazumi, M. Matsuokzhem. Rev1992 92, 1197-1226. b) S. Anderson, H. L. Anderson,
J. K. M. SandersAcc. Chem. Red.993 26, 469-475. c) R. W. Wagner, T. E. Johnson, Lirsisey;J. Am.
Chem. Soc1996 118, 11166-11180. d) M. J. Crossley, P. L. BdtrrGhem. Commuril991, 1569-1571.

183) E. J. VogelHeterocyclic Cheml996 33, 1461. b) P. J. Chmielewski, L. Latos-GrazynkkiRachlewicz,
T. Glowiak; Angew. Chem. Int. Ed. En§j994 33, 779-781. ¢) H. Furuta, T. Asano, T. J. Ogafm; Chem.
So0c.1994 116, 767-768. d) S. J. Narayanan, A. S. SridevK. Chandrasekar, R. Royetrahedron Lett.
1998 39, 7389-7392.

193, Ayub, D. DolphinChem Rev1997, 97, 2267-2346.

120 P, Montforts, B. Gerlach, F. Hop&@hem. Rev1994 94, 327-347.
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volumineux (cycloalcanes, phényle, hétérocycléayesent beaucoup plus solubles. Ce gain
de solubilité est dG en partie a leur conformattmm plane induite par I'encombrement
stérique*?! En effet cette distorsion diminue l'effet de stagkde ces molécules. Pour ces
raisons nous avons opté pour la tétraphényltéteatpemphyrine en tant que base structurale
pour nos photosensibilisateurs. Par la suite etdifibtenir des molécules photosensibilisantes
de troisieme génération, cette base structuraletéa sabstituée par des fonctions de

vectorisation telles que des polyamines (Figuré)ledi des glucides (Figure 1-82).

NH\/\/\ NN
e} N NH,

HoN NH [e]
NS 17 NH_ N2

Figure 1-81 : Structures des composés polyamimesk synthétisés au cours de ce travail

1213) R. J. Cheng, Y. R. Chen, S. L. Wang, C. Y. Ch@ulyhedron1993 12, 1353. (b) O. S. Finikova, A. V.
Cheprakov, P. J. Carroll, S. Dalosto, S. A. Vinaigng Inorg. Chem.2002 41, 6944-6946.
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Figure 1-82 : Structures des composés glucosytesik synthétisés au cours de ce travail

Compte tenu du rdle majeur des unités polyaminéms pe transport de molécules
biologiques et le ciblage des cellules tumoralesisnavons pensé que la fixation de telles
structures sur des photosensibilisateurs devrauras la reconnaissance des tumeurs
canceéreuses, réduisant ainsi les problemes liésamgue relatif de sélectivité qui caractérise
la plupart des porphyrines actuellement développAéssi, hous avons mis au point, au
laboratoire, la synthése de tétrabenzoporphyrir@samt quatre motifs polyaminés. Afin
d’optimiser le ciblage des cellules cancéreuses,levisystéme de transport des polyamines
et/ou l'interaction avec I'ADN, plusieurs caracttigques semblent nécessaires, dont une
distance appropriée entre les deux fonctions amimeaire, pour permettre la fixation d’'une
chaine flexible de quatre carbones sur les polyaspiceci afin de favoriser le transport de ces
molécules ainsi qu’'un minimum de trois charges tp@s afin d’assurer I'affinité avec

I'’ADN. **2 Nous avons choisi comme polyamines la spermidiria epermine qui fixées au

122¢C. W. Porter, J. Miller, R. J. Bergerdbancer Res1984 44, 126-128.
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macrocycle benzoporphyrinique, au moyen d'un bemm&sur en positioh*, permet de
renforcer le caractére basique de I'azote centradesce fait, d’améliorer son incorporation
cellulaire®® De plus, la chaine aliphatique permet d’éloigeemhcrocycle du vecteur afin de
faciliter le contact avec les récepteurs celluRir®u fait de la présence d'une bande
d’absorption plus intense vers 650 nm, la formatientétrabenzoporphyrines de synthése
permet l'utilisation de ces complexes photosenisutiéur-polyamines dans le traitement de
cancers plus profonds.

Suite aux travaux de Monsigny précédemment présellfaragraphe 5-3-e), de

106,123 51t montré

nombreuses études, dont certaines effectuées mdeseiotre laboratoit
gue les porphyrines glycosylées sont de bonnesidated a la photothérapie dynamique
(Chapitre 1-5-3). En effet la présence d'unité(siciglique(s) assure une meilleure sélectivité
et permet d'accroitre le caractére amphiphile dmdécule, ce qui favorise d'une part le
transport du photosensibilisateur vers la tumeulaitre part sa pénétration et sa rétention au
sein des cellules cancéreus®sAinsi, sur la base de ces résultats, nous nousngsm
intéressés tout d'abord a la synthese d'une téizaperphyrine portant des motifs
p-D-glucose. Par la suite, des traviuent montré que la présence d'un bras éthyléneilyc
entre le photosensibilisateur et un agent de oibkagéliore la flexibilité de ce dernier et
facilite la reconnaissance par les récepteurs fipées des cellules cancéreuses. De plus le
caractere hydrosoluble du complexe chromophoresuecest augmenté. Dans ce but, la
synthese d'une tétrabenzoporphyrine portant desmem-glucose relié par un bras espaceur
a été realisée.

Enfin nous présentons les résultats d’'une étudi@rpn@ire d’activité biologique de ces
nouveaux photosensibilisateurs sur deux lignéeséranses humaines du type MCF-7 et
HaCaT.

123 3) I. Sylvain, R. Benhaddou, V. Carre, S. Cottdz,Driguez, R. Granet, M. Guilloton, P. Krausk;
Porphyrins Phthalocyanine4999 3(1), 1-4.
124K, Berg, J. C. Bommer, J. Moa@ancer Lett. 1989 44(1), 7-15
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Chapitre ||

Syntheses de tétrabenzoporphyrines

tetrapolyaminées
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1. Introduction

Nous avons réalisé, dans un premier temps, la &yathet la caractérisation de
tétrabenzoporphyrines portant quatre motifs spenaitié ou sperminel7 (Figure II-1). Ces
motifs augmentent le caractere amphiphile du mactecfacilitant son transport en milieu
biologique. De plus la présence de bras espaceirs Eunité porphyrinique et les unités
polyamines va permettre d'accroitre la flexibilidés ces derniers pour une meilleure

interaction avec la cible cellulaire (ADN, ...).

HN/\/\\

e KV\ - S f Y
AN " { AN 6§
{ . O RO

: bras espaceur NH,

[ERit8] : tétraphényltérabenzoporphyrine O O
O i : polyamine (spermidine / spermine)
HoN,
() oo
O & Q 7) o~ 2
o NH
N, d \/\/\N

NH o

NH
17
16 HoN NH;
HoN HoN
N ’L/\/NH

\\/\/NHZ

Figure II-1 : Tétrabenzoporphyrines tétrapolyammggnthétisées

2. Stratégie de synthese

Les étapes de synthése sont représentées suflaachtrosynthétique de la figure II-2.
Dans ce but, nous nous sommes intéressés toutrdl'abol'élaboration du synthon
macrocyclique : la tétracarboxyphényltétrabenzolpgripique 7 (Figure 11-2). Il est obtenu
selon la méthode de Vinogradov @ill.*? par condensation du tétrahydroisoindole sur le
4-carboxyméthylbenzaldehyde suivi d'une réactiaxydiation. Aprés fixation d’une chaine
alkyle sur la spermidine et la spermine préalabigmeotégées par des groupements Boc, les
précurseurs polyaminés sont couplés au synthdmes composés finauk6 et 17 sont isolés

aprés déprotection des fonctions amines des pohgani
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R'NBoc R'NBoc R'NBoc RHN

Figure 11-2 : Schéma rétrosynthétique
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3. Synthese du synthon tétracar boxyphényltétrabenzopor phyrinique (7)

Le choix de la base structurale de nos photosdissilgiurs s'est orienté vers les
tétrabenzoporphyrines pour les raisons énoncéegetnment. Au travers les différentes
méthodes de synthése de tétrabenzoporphynresssubstituées évoquées dans le chapitre
précédent, nous avons choisi celle décrite pardfamdov ecoll.*’. Elle posséde l'avantage de
ne pas utiliser de groupement activant, s'effectars des conditions douces et permet

d'obtenir une grande diversité de tétraphényltétrabporphyrines.
31 Généralités

Le schéma réactionnel représenté sur la figure di8rit les étapes nécessaires a la

formation du macrocycle tétracarboxyphényltétrabgoephyriniquer.

o + O>_\ t-BUOK, S KOH, éthyléne glycol, ~
—_— R
OFEt NC THF, O°C AN = reflux HN — + OHC@COOMe
1-nitro-cyclohexéne isocyanoacétate 1 2 4-carboxyméthylbenzaldéhyde
d'éthyle

1) BF;* E4,0, CH,Cl,,
2) DDQ

MeOOC COOMe

DDQ THF,
Reflux

Cu(0AC),H,0,
CHCI/EtOH (9/1)

MeOOC COOMe
MeOOC COOMe HooC COOH
[H,SO]c
KOH ds EtOH
DMF, reﬂux
MeOOC COOMe HoOC COOH
Figure 11-3 : Schéma général de la synthése diheynétracarboxyphényltétrabenzoporphyrinigde (
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Le 1-nitro-cyclohexene est d'abord condensé aissryanoacétate d'éthyle pour former
I'ester tétrahydroisoindolel qui fournit, aprés saponification et décarboxgiati la
tétrahydroisoindole2. Cette derniére, instable, est directement additte, dans les
conditions de Lindsey, au 4-carboxyméthylbenzaldéhypour former le macrocycle
tétracyclohexenoporphyrin@ Ce composé est ensuite métallé par le cudyepuis oxydé
(5) et enfin démétallé en milieu acide concentré gournir la benzoporphyriné. Celle-ci
est finalement saponifiée afin de libérer les famd carboxyliques conduisant alors au

composé désiré.

3-2 Synthese de I'ester tétrahydroisoindole (1)

Cette réaction est basée sur la méthode de Barofi*Z (Figure II-4). Le
1-nitrocyclohexene est condensé sur lisocyanowcétaéthyle en présence d'une base, le

tert-butylate de potassium, dans le tétrahydrofurahgdne.

1)t-BuOK (1,2 éq.), THF anhydre, EtoOC

o O,N 0°C, 10 min., Ar
- ~
w4 - o

NC 2) 1-nitrocyclohexéne (1éq.),
ta., 4h, Ar 1 :38%

Figure 1l-4 : Formation du 2-éthoxycarbonyl-4,5:68frahydroisoindolel)

Apres 4 heures de réaction a température ambianie &mosphere I'estdr est obtenu
avec un rendement de 38 % en produit pur. Ce remgiemodeste est probablement di aux
deux recristallisations qui se sont avérées néceskars de la purification. Les études
spectroscopiques (IR, masse, RMN du proton et chooca 13), nous ont permis de confirmer
la structure.

Le mécanisme réactionnel de cette étape est indiquda figure II-5. Dans un premier
temps, la base déprotone®du carbonyle ce qui permet de créer la premiarsedn C-C. Le
produit €) qui en résulte peut alors se cycliser par uregad intramoléculaire du nitronate
sur l'isonitrile. L’intermédiaire cycliqueg], résultat d’'un échange de proton, subit ensuite u
élimination du groupe nitro, qui aprés aromatisatjgar migration sigmatropique [1,5]

d’hydrogene donne le pyrrole attendu (
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EtO _BH

I N
NC: C: L~

(@ B:

<L /:o JBH NO
1 gy EtO C\ EtO -2
T ~C
i [ N
0

Figure 1I-5 : Synthése de pyrroles & partir deowiiéfines selon Barton et Zdrd

. /\ o
C

Cette méthode est trés utilisée pour obtenir de®l@g trisubstitués en positions 2, 3 et 4.

3-3 Synthese de latétracarboxyméthyl phényltétracyclohexenoporphyrine (3)

Le tétrahydroisoindol@ est obtenu, par saponification puis décarboxytaté partir de
I'ester tétrahydroisoindolg par reflux de ce dernier en présence d'un extgsidxyde de
potassium dans I'éthyléne glycol. L'isoind@eésultant, instable, est directement condensé
avec le 4-carboxymeéthylbenzaldehyde (Figure lIs&)pn la méthode de Lindsey (Chapitre I-

3), dans le dichlorométhane a température ambetng®us atmosphere inerte, en présence

d'un acide de Lewis (BfEt0).*®

EtOOC KOH (4 éq.),

~ éthyléne glycol,
_
reflux, 1h, Ar 1) CH,Cl,, Ar, t.a., 10 min.

2 2) BF;EL,0 (0,15 éq.), Ar, ta.,
+ 3)DDQ (1éq), Anta,lh

OHC‘@—COOME

(1 éqg. / composé 1)

3 :42%
sur les deux étapes

Figure 11-6 : Formation du macrocycle porphyrinique
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Apres oxydation du porphyrinogéne préalablemeninépar une quinone (DDQ), puis
purification, la tétracarboxyméthylphényltétracywaenoporphyring est obtenu avec 42%
de rendement global pour ces deux étapes. Cesmenti® sont proches de ceux obtenus
généralement par la méthode de Lindsey. La streiafur compose& a été confirmée par

spectroscopie UV, RMN du proton et spectrométriendsse MALDI.

3-4 Formation de la tétracarboxyméthyl phényltétrabenzoporphyrine (6)

L’oxydation d’une cyclohexenoporphyrine en benzg@bgrine nécessite au préalable sa
conversion en sa forme "métallé8"En effet, le métal augmente la durée de vie diomat
radicalairen correspondant a I'état de transition nécessali@@matisation:?® Il empéche
également la protonation des azotes internes dwomyate favorisant ainsi I'oxydatidf®

Le choix du métal (Cu, Ni, Pd, Zn, ...), utilisé paas réactions, varie selon la stabilité de
nos composés en milieu acide. En effet, la dénadi@tl s’effectue a des pH plus ou moins
important en fonction du métal employé. La dématah du composé chélaté par le cuivre
(chélatant fort) demande un traitement en milieidesulfurique, a l'inverse des métaux
comme le zinc (chélatant faible) qui peuvent seadiler dans des conditions plus douces
(HCI, 1Qv). Par ailleurs, notons que plus le complexe beogagyrine-métal est stable plus
les rendements lors de I'étape d'oxydation sormééke Ainsi I'oxydation par le cuivre apporte

de meilleurs résultats qu'avec le zinc.

Dans notre cas, le compo34Figure II-7) étant stable en condition acidematallation
s'effectue en présence d'acétate de cuivre, ertigoldans un mélange de solvants
(CHCIs/MeOH : 9/1). Apres neutralisation et purificatida, porphyrine métallé¢, obtenue
avec un rendement de 85%, est ensuite oxydé eanue&sle DDQ durant une heure a reflux
dans le THF. Le rendement de cette étape est deet83arnit la benzoporphyrine métallge
qui est ensuite démétallée en milieu acide sulfiwriqconcentré. On obtient ainsi la

benzoporphyrin® attendu avec un rendement de 75%.

1253) J. H. P. Utley, G. G. Rozenbefgtrahedron2002 58, 5251-5265. b) C. Inisan, J. Y. Sailard, Ril&d,
A. Tabard, Y. Le MestNew J. Chem1998 22, 823-830.

1263) C. J. Medforth, M. D. Berber, K. M. Smith, J. helnuttTetrahedron Letf 199Q 31, 3719-3722. b) C. J.
Medforth, K. M. Smith;Tetrahedron Lett 199Q 31, 5583-5586. c) K. M. Barkigia, M. D. BerberFRajer, C.
J. Medforth, M. W. Renner, K. M. Smith; Am. Chem. Sqd99Q 112, 8851-8857. d) J. Takeda, T. Ohya, M.
Sato;Inorg. Chem 1992 31, 2877-2880.
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Cu(OAc),H,0 (2,5 éq.)

CHCIJEIOH (9/1), ta, 1h

4 . 85%

Reflux, Ar, 1h
O O [H,SO]., ta., 1h O O

t DDQ (19 éq), THF anhydre,

COOMe MeOOC COOMe

COOMe MeOOC COOMe

5: 43%

Figure 1I-7 : Oxydation de la cyclohexénoporphyrarebenzoporphyrine

Le rendement global sur les trois étapes conduss#iatomatisation est de I'ordre de 27%.
Il est comparable a ceux rencontrés pour des méshaiilisant le cuivre comme chélate et est

supérieur a ceux obtenus avec des métaux moinestas que le nickel, le palladium ou le

zinc*?

3-5 Saponification des fonctions esters (7)

Les fonctions acides sont libérées par simple sépation dans le diméthylformamide en

présence d'une solution éthanolique de potasseré-ig8).

MeOOC COOMe HOOC

1) KOH (1m, 1,5 éq.) ds EtOH
C O DMF, reflux, 45 min. O O

2) résine H

Y

COOMe HOOC

Figure 11-8 : Saponification des fonctions esters
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Aprés neutralisation par une résine acide, la bemgpdyrine7 précipite et des cristaux
verts sont isolés avec un rendement de 86%. L’aradpectroscopique UV, RMN du proton,
ainsi que la spectrométrie de masse MALDI a pedrisonfirmer la structure des produits

formés.

4. Syntheses des précur seur s polyaminés (12 et 13)

4-1 Quelques ééments sur la chimie des polyamines

Notre finalité étant de fixer des polyamines sws tirabenzoporphyrines, nous proposons

de faire un état des lieux des polyamines tankesplan chimique que sur le plan biologique.

Les polyamines linéaires, telles que la putrescilae,spermidine et la spermine
(Figure 1-63) sont des molécules présentes darteddas cellules vivantes, qu’elles soient
procaryotes comme les bactéries ou eucaryotes comemechampignons, les cellules
végeétales et animales. Elles possédent une chafhenge aliphatique comportant au moins
deux fonctions amines et sont essentielles poardigsance et le fonctionnement des cellules
vivantes'?’

La spermidine et la spermine ont été découverted6&8, par van Leeuwenhoek qui les a
extraites du liquide séminal humain. Il fallut cegant attendre 1924 pour que leurs
structures chimiques soient clairement étabfitkongtemps considéré comme des composés
terminaux de la dégradation tissulaire, d'ou ceganoms peu engageants tels que la
cadaveérine ou putrescine, les polyamines intenaehrsurtout au cours des étapes de
prolifération et de différenciation cellulair&S. Dans I'organisme, a pH physiologique, les
polyamines se protonnent et possedent ainsi dexctéaistigues semblables aux cations
inorganiques tels que &aet Mg™*. Cependant, contrairement & ces ions, les chaagtves
sont distribuées le long de la chaine aliphatigue permettant d’interagir spécifiquement
avec les composés biologiques chargés négativerigsi. les polyamines sont susceptibles
de condenser 'ADN. En effet I'agrégation ou la densation du matériel génétique est
important dans la transmission et la protectionl'siormation génétiqué>® L’ARN est

127 A, E. PeggCancer Res198§ 48, 759-774.

1284 M. Wallace, A. V. Fraser, A. HugheBiochem. J.2003 376, 1-14.
129, BachrachAmino Acids2004 26, 307-309.

130H. Deng, V. A. BloomfieldBiophys. J.1999 77, 1556-1561.
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€galement un site de fixation des polyamines. €dliestabilisent, par exemple, les acides
ribonucléiques de transfert (ARN), qui interviennirs de la traduction du génortié.
D’autres macromolécules comme les protéines sosdi da cible d’interaction avec les
polyamines. L’albumine du sérum voit sa conformataitéré&® tandis que I'activité de
certaines kinases est modifiéd.Elles ont aussi de multiples effets sur les rémapt
membranaires tels que les récepteursNaméthyl-p-aspartaté>* Les polyamines créent
également des interactions électrostatiques aver demposés anioniques et les

phospholipides chargés négativement des membtihes.

Devant l'intérét que suscitent les polyamines, dmioreuses études se sont orientées vers
la synthese de ces molécules et de leurs dérivesdatudier leurs activités biologiques.

Ainsi la synthése de la spermidine (Figure 1l-Q)etses analogues a été réalisée par Bergeron

[ 136

etcoll.”” & partir de la benzylamine.

> CN o " en

—_— >

NH, NC\/\/N\/\CN
benzylamine
LIAIH , /AICI

spermidine

Figure 11-9 : Synthése de la spermidine par Bengetcoll.**°

La synthese des dérivés polyaminés (Figure II-&Quiert une attention particuliere en ce
qui concerne la réactivité des différents azotesidde cas de la spermidine, les deux atomes

d'azotes primaires ne sont théoriguement pas glesgiet sont, bien sar, différents de I'azote

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

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

133 4. M. Zhang, J. N. Rao, X. Guo, L. Liu, T. Zou, DTairner, J. Y. WangJ. Biol. Chem.2004 279, 2539-
2547.

134T A. Sharma, I. J. Reynold3; Pharmacol. Exp. Therl999 289, 1041-1047.

1%5F. SchuberBiochem. J.1989 260, 1-10.

1% R. J. Bergeron, P. S. Burton, K. A. McGovern, lihe; Synthesis1981, 732-733.
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secondaire. De nombreux travaux ont ainsi été mpoés modifier et protéger les fonctions

amines présentes sur les polyamitiés.

Ms

NH Ms-Cl M B > gy ! B
2 > \/\/
<% "NaoH (aq) I CRCI, “Ms NaH / DMF SN
CPh
/\/\/NHZ Ms-Cl / NaOH MS/NH\/\/\NH/ ®
HoN Ph,CCl/ CH,Cl, NaH / DMF
Ms Ms

| |
NH NH__~_~_ . HOAc/PhOH/CH,CI, HC N N CPh,

30% HBr

N*-monopropylspermine

Figure 11-10 : Synthése de polyamiNealkylée™’

Les groupements protecteurs couramment utilisé$ Igotert-butyloxycarbonyle (Boc)
(sous forme de 2€rt-butyloxycarbonyloxyimine)-2-phénylacétonitrile (8®N, BocO ou
BocNs)™*® ainsi que le trifluoroacétaté? Les fonctions amides formées peuvent étre, par la
suite, clivées par traitement acide (Boc) ou basiffluoroacétate). Par contre, certains
groupements sont utilisés pour leur stabilité daes conditions acides ou basiques. Le
N-1-(4,4-diméthyl-2,6-dioxocyclohexylidene)-éthyl dB) est généralement employé en
synthése sur phase solide. Il se fixe sélectivemanies fonctions amine primaire et peut-étre
déprotégé dans des conditions douces avec des beldes que I'hydrazine dans le

diméthylformamidée-*°

Une réaction intéressante d’alkylation des amingagires terminales (Figure II-11) a été
décrite par van Armat! Cette réaction de bis-benzylation ne nécessitedeaprotection

préalable et ne génere pas de produits secondaires.

137 R. J. Bergeron, Y. Feng, W. R. Weimar, J. S. Mcidah. Dimova, C. Porter, B. Raisler, O. Phanstiel;
J. Med. Chem1997, 40, 1475-1494.

138 3. B. Hansen, M. C. Nielsen, U. Ehrbar, O. Buch@yhthesis1982 404-405.

139M. C. OSullivan, D. M. DalrympleTetrahedron Letf.1995 36, 3451-3452.

140B Kellam, B. W. Bycroft, S. R. Chhabraetrahedron Let}f.1997, 38, 4849-4852.

1413, A. Sclafani, M. T. Maranto, T. M. Sisk, S A. VArman;J. Org. Chem.1996 61, 3221-3222.
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1) CHCl,,

(@] o

I HZN/\G/NH\Q/\NHg tamis moléculaire 3A_ NH/\Q/NHQ/\NH
PN n 2) NaBH,, MeOH n

ArH 3) HCl )
Ar Ar
Ar = phényl- n=12o0u3

2-naphtyl-
9-anthryl-

Figure 11-11 : Alkylation des amines primaires fmméthode de van Arman141

Généralement la fonctionnalisation de [l'azote sdaoe est obtenue par une
protection/déprotection des amines primaires. Aifiaddition de type Michaél des
polyamines sur I'acrylonitrile, suivie généralemediine hydrogénation catalytique du
groupement nitrile en présence de Ni, P LiAlH, a été utilisée par Cullis ebll.** afin
d’obtenir un dérivé de la spermidine comme interiaiéel clé dans la synthése d’analogue du

chlorambucil (Figure 11-12).

NH, Boc-ON /\/\ /\/\/NHBOC
HZN/\/\NH/\/\/ —  BocHN NH

CH,=CHCN

Boc-ON : \\(OYO\N:{N
o Ph

H, / Ni NN /\/\/NHBOC
NN /\/\/NHBOC <— BocHN N
BocHN N

NH, o CN

H", H,0 \ _~(CHp)g"NH;
N CONH-(CH)aN__

l/ (CH,)4-NH,

/ C

cl COOH

Cl chlorambucil :

Figure 11-12 : Synthése d’analogue du chlorambpail addition de type Micha@l

42 ont mis en évidence I'importance de centres cRirau

Par ailleurs Edward etoll.
potentiels présents sur les polyamines. Pour dsleont synthétisé, par la réaction de
Mitsunobu, une tétraamine optiguement active (Fadinl3). Cette tétraamine s’est révélée

particulierement intéressante pour son potentittusmnoral.

142 M. L. Edwards, D. M. Stemerick, J. R. McCartfyetrahedron Lett.199Q 31, 3417-3420.
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HC T HiC _Tf
oH TINHCH , , THF N SN

H R KOH , EtOH
NS PPh, , DEAD /k/\
OBz hy,
OBz OH

THF, PPh, , DEAD
TINH(CH ,),NHTf

H,C H,Co _Tf
NHCH, NHCH, : \N/

: 1) Na, NH,, THF, t-BuOH /k/\ A
NH OIS TN /\H/\

5 2) [(CH,),co0Cl,
3) HCl CH30H

Figure 11-13 : Synthése d'une tétraamine optiquéraetive par la réaction de Mitsundbu

Au cours de ces travaux et en tenant compte dedtatssde la littérature, nous nous
sommes attachés a synthétiser des précurseursnpoés constitués de spermidine et de
spermine alkylé par un bras espaceur sur le oudueur azotes secondaires. Ceci afin
d'accroitre la flexibilité des polyamines pou uneillaure incorporation dans les organites

cellulaires.

4-2 Schémagénéra

La synthése des précurseurs polyamitst 13 (Figure 11-14) se déroule en trois étapes a

partir de la spermidine et de la sperniihe.

o)
5 Boc-ON , EtN /H\ R
/\/\/
N~ T SN T I N
THF , argon, 0°C
8,9
Boc-ON : HC N-4-bromobutylphthalimide
oy = o
CH; O

J ‘/_FB'
N-4-bromobutylphthalimide : N CH,CN

\

o
R= NH, ou NH-(CH,);-NH o
R'= NHBoc ou Boc-(CH,),-NBoc /\/\/R'

> /%OANHW\N
o)
Il H,N-NH,, H,0
.
O/\NH/\/\N/\/\/
THF / EtOH \
O§ 40
12,13 10, 11
NH;

Figure II-14 : Schéma général de la synthése dasimseurs polyamin¥s
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Cette stratégie consiste tout d'abord a protédectséement les deux fonctions amines
primaires de la spermidine et de la spermine, gjusine des deux fonctions secondaires dans
le cas de la spermine. Ainsi, nous avons opté patilisation du groupement protecteur
tert-butylcarbonyle (Bo&f qui présente l'avantage d'étre facilement élimieé milieu
acide!®® La suite des synthéses se déroulant en miliewgb@siu neutre, ce groupement
restera présent jusqu’a la derniére étape. Danseoende phase, nous avons introduit un
bras espaceur aminé a quatre atomes de carbon& feurction amine secondaire libre des

polyamines.

4-3 Synthese de la spermidineBoc; (8) et de la spermineBoc; (9)

Pour réaliser la protection des polyamines parrtigement Boc, nous avons utilisé le
2-(tert-butyloxycarbonyloxyimine)-2-phénylacétonitrile  (B®N). Rappelons que les
fonctions amines, par le doublet non liant de ltazsont de bons nucléophiles. D'aprés les
valeurs des pKde nos polyamines (Figure II-15), I'amination @espermidine et de la
spermine sur le Boc-ON conduit prioritairement &ptatection des amines primairés$.De
plus cette sélectivité est contrélée d’'une partlparquantités stcechiométriques de Boc-ON
introduite et d’autre part cinétiquement par lesditions opératoires (0°C). Dans le cas de la
spermine I'excés de Boc-ON réagit ensuite sur lde® fonctions amines dialkylées plus

basiques que les fonctions amides nouvellementéesm

NH NN /\/\/NH NH
H,NT 7 OSNH ST N2 H N NH N2

spermidine (pK: 9,77, 8,15; 10,24) spermine (pK: 10,21, 7,91, 8,68; 10,56)

Figure 11-15: pKa de quelques polyamines usuéffes

Les réactions se déroulent dans le THF anhydr&€€gp@hdant 18 heures (Figure 11-16). La
spermidineBog8 et la spermineBa® sont obtenues, apres purification, avec des reed&m
respectifs de 67% et 62%. Les données physiquesslproduits sont conformes a celles de

la littérature®®

1431 Levchine, P. Kajan, M. Borloo, W. Bollaert, AaemersSynthesis1994 1, 37-39.
1%40. RosenheimBiochem. J.1924 18, 1265-1272.
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NH A~ _NH NH
HzN/\/\NH/\/\/ 2 HzN/\/\NH N2

Boc-ON (2 éq.) Boc-ON (3 éq.)
THF, 0°C, 18 h THF, 0°C, 18 h
NHBoc /\/\/NBoc HBoc
NHBoe > DN T N NHBoe > NH
8 :167% 9 :62%

Figure 11-16: Protection des polyamines par le [Bid-

Avec la spermine, en présence de trois équivaimtiBoc-ON, le composé tétra-substitué

n'est observé qu’a I'état de traces.

4-4  Fixation du N-(4-bromobutyl)phtalimide (10 et 11)

L’alkylation de la spermidineBoc et de la spermineBegcest réalisée par le
N-(4-bromobutyl)phtalimide par une substitution r@aghile (Figure 11-17). Cette réaction
s'effectue dans I'acétonitrile anhydre en préseted,CO;.'*° Cette base faible permet de

neutraliser I'acide bromhydrique formé en fin daatéon.

NBoc NHBoc
NHBoE S S S NHBoe NHBoe > “NH T N TN
8 9 ]
Br-(CH,,),-Pht (1,25 éq.) Br-(CH ,),-Pht (1,25 éq.)
K,CO, (5 éq.), CHCN K,CO, (5 éq.), CHCN
HNBoE S Sy S ANHBoe BocHN™ > S SN NBOC A~ _NHBoc
10 : 90% 11 :91%

Figure 11-17 : Fixation d'un bras a quatre carbossles polyamines

Apres purification, les compos&8 et11 sont obtenus avec des rendements quantitatifs.

145p, P. Kung, R. Bharadwaj, A. S. Fraser, D. R. G#ok. Kawasaki, P. D. Cookl. Org. Chem.1998 63,
1846-1852.
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4-5 Déprotection du groupement phtalimide (12 et 13)

La réaction d’hydrazinolyse est réalisée en addii@mt un large exces d’hydrazine
monohydrate (Figure 11-18). Aprés purification, lesmposés attendus sont isolés avec des
rendements respectifs de 83% et 82%.

NHBoc
HNBoe > SN NN BocHN™~ "N~ S\ -NBOC_~ __NHBoc
o
\\
1)
/]
10 11 o
1) H,N-NH,, H,0 (50 éq.) 1) H,N-NH,, H,0 (50 éq.)
THF/EtOH 8/2, 90°C, 5h THF/EtOH 8/2, 90°C, 5h
2) 50°C, 18h 2) 50°C, 18h
NHB
HNBOg\/\N/\/\/ ocC BOCHN/\/\N/\/\/NBQC/\/NHBOC
12 :83% 13 :82%
NH, NH,

Figure 11-18 : Synthese des précurseurs polyant#r@sinaux

La structure des produits a été confirmée par spemipie IR, RMN du proton, RMN du
carbone 13 et spectrométrie de masse haute résolut figure 11-19 indique le mécanisme

de déprotection du groupement phtalimide par I'ayidre monohydratk®

@ T i
///\ : Q \HN\ HD/\/\/R
/N H
| \/\/\

o R W\ R = H,NHZ
R = polyamine l

i I

N/
NH A<~ — |,.H
W Yy
H

I Q&@N

Figure 11-19 : Mécanisme de déprotection du groupsinphtalimide

196 R. Sundaramoorthi, C. Marazano, J. L. Fourrey, ED&;Tetrahedron Lett.1984 25, 3191-3194.
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Cette déprotection s'effectue en deux étapes. Uakécmle d’hydrazine réagit, tout
d’abord, sur un des carbonyles du phtalimide puisse produit une élimination
intramoléculaire. Les produits résultant de ceétaction sont le phtalhydrazide et I'amine

primaire alkylée.

5. Synthéses des benzopor phyrines tétr apolyaminées (16 et 17)

5-1 Fixation des précurseurs polyamineés sur la benzoporphyrine (14 et 15)

La fixation de quatre unités polyaminées (spernéidin spermine) a été réalisée sur le
précurseur7 en s’appuyant sur des stratégies utilisées erhaégat peptidique. Ainsi, la
benzoporphyringZ est mise a réagir, dans le DMF et a températurlgicante, avec de 4,4
equivalents de DCC et 4,4 équivalents de HOBt. Emssont rajoutés 4,4 équivalents de

précurseurs polyamind® et 13 (Figure 11-20).

HOOC COOH R'OC COR'

Q) O : 0 O

DCC (4.4 éq.),

O HOBt (4,4 éq.),
—_—
+ DMF, ta, 18h

N
HANT TN NN goc

NGRS NGRS

HOOC COOH R'OC COR'
7
NHBoc 12 NH-(CH,),-spermidineBoc, 14 : 39%
R= ou R'= ou
NBoc-(CH,),-NHBoc 13 NH-(CH,),-spermineBog 15 : 58%

Figure 11-20 : Fixation des précurseurs polyamisiéisla benzoporphyrine

Apres 18 heures de réaction, filtration du dérive ldirée formé a partir du DCC et
purification, les tétrabenzoporphyrines tétrakéstrinées protégédsi et tétrakistétraaminées
protégéesl5, sont obtenues avec des rendements respectifs de e39%8%. lls sont
comparables aux rendements obtenus lors de laciixale ces vecteurs sur des structures
porphyriniques, telles que la porphyrine tétraspéime protégée (42%) ou pour la

porphyrine tétraspermine protégée (51%) synthé&idéas notre laboratoira.
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Ce mécanisme réactionnel repose sur l'activatienfalections acides carboxyliques de la
porphyrine réalisée en présence du dicyclohexybminmide (DCC). Le composé activé, mis
en solution avec du 1-hydroxybenzotriazole (HOBBtmet de substituer I'anhydride formé
par un excellent groupe partant. La figure Il-2légente le mécanisme classique de
I'activation par le systéeme DCC/HOBt. L'addition diacide carboxylique sur la double
lisison C=N du DCC conduit a la formation d’'u@eacylisouréea. Cette derniére réagit
ensuite rapidement avec le HOBt (trés bon nucléephiin de former un ester tres réagtif

qui sera capable de réagir avec la fonction amimegire du précurseur polyaminé.

N
W (Q o> 1
CO N — > 0 /CR;‘W . N\/N Bio
AT AL TOTT TSR

B = benzoporphyrine

Figure 11-21 : Mécanisme d'activation par le sysddCC/HOBt

Dans la littérature, ce méme ester peut étre égaienobtenu par Il'action de
I'hexafluorophosphate de benzotriazolyloxy-tri-(ethnylamino)phosphonium, BOP ou bien
encore par le PyBJP  (I'hexafluorophosphate de benzotriazolyloxy-

tri(pyrrolidino)phosphonium) avec des rendementslaires**’

147 3) B. Castro, J. R. Dormoy, G. Evin, C. SelVetrahedron Lett.1975 14, 1219-1222. b) J. Coste, D. Le-
Nguyen, B. Castroletrahedron Letf.199Q 31, 205-208.
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5-2 Déprotection des benzoporphyrines tétrapolyaminées (16 et 17)

~

La derniere étape consiste a éliminer le groupementecteur Boc afin de libérer les
fonctions amines primaires. La liaison amide présamtre I'azote de la polyamine et la
fonction carbonyle du Boc est trés sensible a Fblyde acide par I'acide trifluoroacétique.
Les produits protégés sont placés, a températutgaate, dans un mélange de solvant :
CH.CI/TFA 8/2 (Figure 1I-22). Quel que soit le macro@att la polyamine fixée, une

hydrolyse acide de 2 heures est suffisante pounr@rssine déprotection compléte du
groupement Boc.

ROC COR R'OC COR’

O H O O RO
O SN @
NGRS NGRS

ROC COR R'OC COR'
NH-(CH,),-spermidineBoc, 14 NH-(CH,),-spermidine 16 : rdt% quantitatif
R= ou R'= ou
NH-(CH,),-spermineBog 15 NH-(CH,),-spermine 17 : rdt% quantitatif

Figure 11-22 : Déprotection des fonctions amines

Apres évaporation du TFA et neutralisation parm&diasique, les composés déprotéges
sont obtenus avec des rendements quantitatifsc@aposés sont solubles dans les solvants

protiques tels que le mélange methanol/eau, cepéehela solubilité reste partielle en milieu
purement aqueux.

6. Caractérisations spectr oscopiques

L'ensemble des porphyrines et benzoporphyrineshétisées a été caractérisé par

spectroscopie UV-visible, spectrométrie de masgaespectroscopie RMN du proton.
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6-1 Spectroscopie UV-visible

Les spectres de nos composés tétrapolyaminés psoségt réalisés dans le chloroforme et
ceux des produits déprotégés dans le méthanoldaniethylformamide (composd. Comme
attendu, les spectres des benzoporphyrines présemte forte bande de Soret vers 465 nm,
et trois bandes Q de plus faibles intensités vefs 645 et 700 nm, notées respectivement
QIll, Qll et QI (Figure 1-37).

Une étude comparative de ces spectres avec ceexusbpour différents macrocycles
tétrapyrroliques (substitués en positioresopar des groupements identiques tels que la
porphyrine A et la tétracyclohexenoporphyrir®), montre que la présence de cycles en
positionf-pyrrolique modifie I'allure du spectre caractérgse desmesearylporphyrines. En
effet, on observe un déplacement global du spget®le rouge, une modification du nombre
de bandes Q ainsi qu'une amplification des coefiitsi d'extinction molaire (Figure 11-24).
L'ensemble de ces modifications traduit une augatiemt de la densité électronique du
macrocycle. Celle-ci est due a la présence de itudrsts donneurs (cycloalanes ou
cyclodiénes) sur les postionspyrroliques. De plus, dans le cas des benzopoinds/r
l'augmentation de la conjugaison (22)é&ccroit ces modifications.

MeOOC

2

COOMe COOMe

C

COOMe

MeOOC COOMe

A 3 6
tétracarboxyphényl- tétracarboxyphényl- tétracarboxyphényl-
porphyrine tétracyclohexénoporphyrine tétrabenzoporphyrine

Figure 11-23 : tétracarboxyphényl porphyriAe tétracyclohexenoporphyrirgeet tétrabenzoporphyrirée

Tableau II-1 : Bandes caractéristiques des speldiegisible des macrocycles tétrapyrroliques danSHCls:
(xmax (nm) [coefficient d'extinction molaire x10° mol*.L.cm™)], & 20°C)

,,tétraci‘r’&‘:(‘;,;iz gl Bande de Soret  Q IV Q il Qll Ql
porphyrineA 419 (138,8) 514 (7,0) 549 (3,5) 589 (2,3) 647 (1,7)
tétracyclohexénoporphyrirge 473 (257,7) 617 (21,4) 674 (33,6)
tétrabenzoporphyrin@ 468 (484,4) 598 (42,1) 646 (74,8) 701 (37,6)
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tétracarboxyphényl

tétrabenzoporphyrine 6 i
tétracarboxyphényl

tétracyclohexénoporphyrine 3

absorption o

| tétracarboxyphényl
| porphyrine A
|

P S S A AN = longueur d'onde¢

Figure 11-24 : Bandes caractéristiques des spetivesvisible
des compos8 et6 et de I'analogue porphyriniqéde

Les spectres obtenus pour les produits finaux gést&t déprotégés sont comparables aux
spectres attendus pour de telles structures et daleurs sont illustrées dans le tableau ci-

dessous (Tableau II-2).

Tableau 1I-2 : Bandes caractéristiques des spedWegisible des composés 14, 15, 16 et17
(xmax (nm) [coefficient d’absorptior &10° mol™.L.c®)], & 20°C)

Composés Bande de Soret  Q llI QI Ql
7 468 (303,7) 592 (22,9) 642 (40,4) 698 (15,2)
14 467 (126,9) 603 (12,1) 648 (19,1) 699 (8,8)
15° 469 (173,8) 605 (10,8) 655 (21,6) 710(9,2)
16° 462 (73,0 594 (4,6) 639 (9,1) 696 (2,8)
17 462 (55,5) 592 (5,7) 639 (8,1) 697 (4,5)

Solvants :2DMF; P CHCl;; “MeOH

Une deuxiéme étude comparative de spectres dedaliflé macrocycles tétrasperminées
(porphyrineC, chlorineB et benzoporphyrin&?7), confirme que les benzoporphyrines et les
chlorines fonctionnalisées possedent une bandeatjation QI ou QIl vers les 645 nm plus
intense que celle de leur analogue porphyriniqubl@au 11-3 et figure 11-26). Celle-ci leur
permet d’absorber dans le domaine du visible, ets pbrécisément dans le rouge
(Figure 11-25).
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ROOC COOR ROOC COOR ROOC

DA~ R
¢ ®
Q 80

ROOC C coor  ROOC COOR

B porphyrine 17
tétrasperminée

COOR

chlorine tétrabenzoporphyrine
tétrasperminée tétrasperminée

R = NH-(CH,),-spermine

Figure 11-25 : macrocycles tétrasperminés: chloBn@orphyrineC et tétrabenzoporporphyrig

Tableau 1I-3 : Bandes caractéristiques des spediegisible des macrocycles tétrasperminés
porphyrineC, chlorineB, benzoporphyrind7
amax (nm) [coefficient d’absorptior €102 mol™*.L.cm™)], & 20°C

Composeés tétrasperminés Bande de Soret QIv Qlu Ql Ql
PorphyrineC ° 415 (204,7) 513(8,6) 547 (4,7) 588(2,7) 645 (1,5)
ChlorineB ® 418 (121,0) 518 (10,2) 544 (7,4) 598 (4,1) 652 (21,7)
Tétrabenzoporphyring7 ® 467 (126,9) 603 (12,1) 648 (19,1) 699 (8,8)

Solvant : *CHCl; ® MeOH

w0 porphyrine
12| tétrasperminée C

T

1,04

benzorporphyrine
tétrasperminée 17

0,9
08
0,7
064 X5
0,5
04 ]

034

chlorine
tétrasperminée B

0,2 ]

014

0,01

T T T T T T T d
350,0 400 450 500 550 600 650 700 750,0
nm

Figure 11-26 : Bandes caractéristiques des spettyesisible des différents macrocycles tétraspeénin
chlorineB, porphyrineC, benzoporphyriné4

Ces bandes intenses QI ou QIl leur conferent @iesicaractéristiques intéressantes pour

une utilisation en PDT.
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6-2 Spectrométrie de masse MALDI

L’analyse structurale des benzoporphyrines a étéspivie par I'étude de leur spectre de
masse. Comme mentionné au chapitre |, ces composasyolatils, ne se prétent pas aux
techniques classiques d’ionisation chimique. Paitecraison, nous nous sommes tournés
vers une technique de désorption-ionisation lasgisgee par une matrice (méthode MALDI).
Cette méthode permet I'observation de I'ion quasléroulaire généralement avec peu de
fragmentations. Les résultats obtenus pour les augicles3, 6, 7, 14, 15, 16 et 17 sont

présentés dans le tableau II-4.

Tableau 1l-4 : Spectrométrie de masse MALDI des oaales3, 6, 7, 14, 15, 16 et17

Composés Masse molaire calculég¢g.mol®)  Masse de l'ion observéuma)

3 1062,46 1063,22 (MH)
6 1046,33 1046,46 (MH)
7 991,00 991,55 (MH)
14 2583,57 2585,22 (MH)
15 3214,18 3217,86 (MH)
16 1783,15 1784,72 (MH)
17 2011,38 2012,13 (MH)

A titre d'exemple, nous donnons, sur les figuredesisous, le spectre du compdsgéet

I'agrandissemement du compd$2

350009 2585.22 €4— MH+
30000
25000

COuanSOOOO‘ Bocl

150001

100001

5000

L —

T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000
Mass (m/z)

Figure 11-27 : Spectre de masse MALDI du compb4é
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Figure 11-28 : Agrandissement du spectre de mas&eM du composél6

Tous les spectres présentent le pic quasi-moléeli+H]*. Cependant, nous constatons
egalement la présence d’ions fragments primairsg@&indaires correspondants au départ de
groupements protecteurs Boter(-butyloxycarbonyle) pour les composés protégés. Ces
derniers ont été observés sur des composés sasila@is que les porphyrines tétraspermidine
et tétraspermine protégé¥sNous observons aussi, comme dans le cas du conmifosé

(Figure 11-28), des ions issus du processus deriatition [M+Nal].

6-3 RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléaireadonpde la porphyrineg, de la
benzoporphyriné, ainsi que des benzoporphyrines tétrapolyamiddg$-igure 11-29) etl5
ont été enregistrés a la fréquence de 400 MHz aokloroforme deutéré. Les spectres des
produits déprotégés correspondabiset 17 ont, quant a eux, été réalisés dans le méthanol
deutéré. Enfin le spectre de la benzoporhyiire été réalisé dans le DMF deutéré. D'une

maniére générale, le spectre RM#M de tels produits se compose de cing groupesydeusk:

* Les protons phényliquesi{:.) entre 8,25 et 8,44 ppm

* Les protons du noyau benzénique. {2.,2,4) entre 6,90 et 7,30 ppm

* Les protons de la chaine carbonée du biasi{ H. et H)) et des polyaminesi(,
He, Hor, Hp, Hp, Hpe, Hy, Hy, Hy et H5) entre 1,20 et 3,80 ppm
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* Les protons NH pyrroliques$i(i ineme) Vers -1,1 ppm

* Les protons dtert-butoxycarbonyleHcs, z..) vers 1,40 ppm

L'attribution de l'ensemble des signaux a été tffex a partir des intégrations et des
constantes de couplage, et les résultats obtenuslg® composés, 6 et 7 sont regroupés
dans le tableau 11-5 et les résultats obtenus jgsucomposés4, 15, 16 et 17 sont regroupées
guant a eux dans le tableau 1l-6. Le passage dagranycle tétracyclohéxenoporphyrinique
(composé3) a un macrocycle tétrabenzoporphyrinique (compgsée traduit par un fort
déblindage des protons présents sur les cycleestion meso

Tableau I1-5 : RMNH des benzoporphyrings, 6, et7

H 36 63 7b
Pényle :
Has 8,38 (J=7,96 Hz) d 8,55 (J=7,96 Hz) d 8,64 (,J=7,00 Hz) d
Ho e 8,26 (J=7,96 Hz) d 8,47 (J=8,00 Hz) d 8,57 (J=7,44Hz) d
Cyclohexyle :
H,1 4 2,2-2,4 m 7.5 s 7,33 S
H,2.,3 1,2-1,6 m 7,21 S
Hyve 4,11 S 4,16 s -
Hcoon - - 13,77 S
Azote :
Hyh -2,3 S -1,09 S -0,69 S

Solvants 2CDCl; "DMF
* voir la partie expérimentale pour la numérotaties atomes.
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Tableau 11-6 : RMNH des benzoporphyringd 4, 15, 16 et17

H 14 15° 16° 17°
Pényle :
Hos5.6 8,41 m 8,44 m 8,46-840 m 8,40-8,48 m
Cyclohexyle :
H 18 7,22 s 7,40 s
7,26 S 7,26 S
H»2 53 7,12 S 7,19 S

Bras espaceur :

H, 3,15-3,23 m 3,18-3,25 m 2,50-3,10 m 2,50-3,10 m
Hp 1,75-1,95 m  1,60-1,70 m 1,18-1,47 m 1,50-1,90 m
H. 1,75-1,95 m 1,60-1,70 m 1,18-1,47 m 1,50-1,90 m
Hyq 3,75 m 3,60-380 m 3,00-350 m 3,50-3,70 m
Polyamine :
H, 3,15-3,23 m 318325 m 250-3,10 m 250-3,10 m
H, 3,15-3,23 m 318325 m 250-3,10 m 250-3,10 m
Hy - 3,60-3,80 m - 3,50-3,70 m
Hg 1,75-1,95 m 1,60-1,70 m 1,18-1,47 m 1,50-1,90 m
Hy 1,75-1,95 m 1,60-1,70 m 1,18-1,47 m 1,50-1,90 m
Hp- - 3,60-3,80 m - 3,50-3,70 m
H, 1,75-1,95 m 1,60-1,70 m 1,18-1,47 m 1,50-1,90 m
H, 3,62 m 3,60-3,80 m 3,00-3,50 m 3,50-3,70 m
H, - 1,60-1,70 m - 1,50-1,90 m
H; 3,70 m 3,60-380 m 3,00-350 m 3,50-3,70 m
Boc :
HCH3 Boc 1,42 S 1,43 S - -
Azote :
Hi 7,04 S 7,19 s - ]
HNHBoc 4,85 et 5,32 S 5,29 S - -
HNHinterne '1,1 Se '111 SE - -

Solvant #dans le CDG} "dans le CROD
* voir la partie expérimentale pour la numérotaties atomes.

Pour les produits déprotégés, nous observons [aartion des signaux des protons
méthyliques du groupement protecteur (Boc) et detops des NH internes qui sont échangé

avec le solvant.
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Nous avons choisi, & titre d'exemple, de présdétede détaillée du spectre RMN du

composél4 (Figure 11-29).

HCH3 Boc
TMS
| H /
H
RN §

HNH interne

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9 8 1 6 b 4 3 2 1 b . —|1

Figure 11-29: Spectre RMNH du composd4

Les protons portés par les phényles(.s) résonnent sous la forme de multiplet vers 8,41
ppm ainsi que les protons portés par les benzénes.{,#) qui eux résonnent vers 7,26 ppm.
Les protons des azotes de la fonction amide, cuauix, résonnent a 4,85, 5,32 ppm et 7,04
sous la forme d'un singulet élargie. Les protondidis espaceuH( H,, H. et H;) se situent
respectivement sous forme de multiplets entre 8{1%523 ppm, entre 1,75 et 1,95 ppm et a
3,75 ppm. Nous observons que les protons, portéepaarbones liés aux azotes, se trouvent
déblindés par rapport aux protons intermédiaires loigs. Ceci est d0 a l'effet inductif
attracteur de l'atome d'azote. Concernant la paly@nies protons, Het H,, proches de
I'azote tertiaire, se retrouvent déblindés ver®Jpm. Les protons intermeédiaires, Hp et
H,, résonnent ensemble vers 1,80 ppm sous la fororerdultiplet. Quant aux protons, Het
H;, voisins du groupement NH-Boc, ils se situent eeipement a 3,62 ppm et 3,70 ppm et
apparaissent sous la forme d’un multiplet. Ce délblge est di a I'effet inductif attracteur de
la liaison amide. Nous observons les protons migghgs du Boc vers 1,42 ppm. Enfin, les
protons des NH pyrroliques internes, se situansdarcone d’anisotropie de la porphyrine
(Chapitre 1-4-3-a), sont fortement blindés a -1pinp
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6-4 RMN du carbone

Afin de confirmer la bonne isomérie de constituti® nos unités polyamines présentes
sur les macrocycles tétrabenzoporphyriniques, Beoss auparavant determiné la structure
des précurseurs polyaminés par l'utilisation deésmnance magnétique nucléaire du carbone
13 combinée avec la RMNHAinsi les sceptres de RMN'tdes composég, 9, 10, 11, 12
et 13 ont été enregistrés a la fréquence de 100,62 Mi#s de chloroforme deutéré. Nous
avons choisi, & titre d'exemple, de présenterd&détaillée du spectre RMN@u composé
13 (Figure 11-30). D'une maniére générale, le speRiN C" de tels produits se compose de

cing groupes de signaux :

* Les carbones des fonctions est&xs) entre 155 et 170 ppm

* Les carbones aromatiques.(;z.5 ) entre 120 et 135 ppm

* Les carbones de la chaine alkyle du beas (., . ) et des polyamines
(Cetiyu ., p.p 5. v.v. 1, ) €Ntre 20 et 55 ppm

* Les carbones des fonctions éthexs(, ) vers 78 ppm

¢ Les carbones alkyles primaires;(.,.) vers 28 ppm

Cecry, —>‘

CCHzm C’CHZa CCH,d ‘
2 &

0§r0 CCsz" CCH2 ) CCqu',

CCH23", ~CH 1)

v Cers | Calh €t Goprc
B Cetyo Cotya ” C‘HZA Ceny
o' o ‘ W
d b B & o vy 1L | j

\
| Vol s
\‘WW»WMMU‘ML" \M‘J

MW‘J W R‘W’WW\WWV/ LM#W“ ’\ﬂnW WW} hﬁ”n’«rﬁ‘
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Figure 11-30 : Spectre RME™® du composé3
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L'attribution de lI'ensemble des signaux a été tffer a partir des intégrations et les
résultats obtenus pour les compo8¢3; 10, 11, 12 et13 sont regroupés dans le tableau 11-7.

Tableau I1-7 : RMNC'® des précurseurs polyamiftég; 9, 10, 11, 12 et13; solvant : CDGJ

C 8 9 10 11 12 13
Carbonyle :
Ceco 168,38 168,42
Cco 168,38 168,42
Cco 156,15 156,13 156,08 156,04 156,05 156,09
Cco 156,05 155,98 156,08 156,04 156,05 156,09
Cco 155,44 156,04 156,09
Aromatique :
CcH(z-4an 133,41 133,91
Cchizs An 132,14 132,14
Ccasan 123,70 123,20
Ether :
CQ(CH3)3 78,93 79,74 79,46 79,46 79,46 79,46
Cecty, 78,93 79,45 78,74 78,74 78,76 78,76
Ceciy, 78,93 77,22 77,35

Alkyle secondaire :

Ceta 49,45 49,63 53,64 53,74 53,88 53,96
Cet 47,75 47,71 53,27 53,37 53,64 52,70
Cetar 43,93 43,93 43,69
Conp 27,85 27,85 24,45 27,04 24,32 31,65
Cen,p 29,89 29,96 26,69 26,48 29,60 29,71
Cenpr 29,25 25,99 26,94
Ceny 27,39 26,45 23,98 24,33 24,42 24,52
Cery 39,25 37,45 39,85 39,87 40,45 37,47
Cehyr 39,17 43,13 40,00
Cen,p 40,45 46,80 40,51 46,91 42,16 46,93
Cehja 52,25 52,58 52,08 53,71
Cen,p 26,89 28,39 27,99 24,32
Cehye 26,47 28,27 26,72 26,94
Cen 37,83 37,83 40,46 42,13

Alkyle primaire
Cechiy, (X 60U 9) 28,45 28,45 28,46 28,47 28,46 28,49

* voir la partie expérimentale pour la numérotaties atomes.
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7. Conclusions

Nous avons synthétisé deumesotétraaryltétrabenzoporphyrines tétrapolyaminéen afi
d'augmenter le ciblage des cellules cancéreusasymeuapplication en PDT. Dans ce but,
deux polyamines naturelles, la spermidine et larmsjpee ont été fonctionnalisées par
I'intermédiaire d'un bras aminobutyle. Les dewcprgeurs synthétisés ont ensuite été fixés
sur la tétrabenzoporphyrine préalablement syn#gtisDes études caractéristiques
(spectrométrie de masse MALDI, spectrométrie U\Vibliset RMN du proton) ont permis de
confirmer les structures attendues pour ces nas/etiolécules protégées et déprotégées. De
plus ces composeés présentent tous en UV-visiblefate bande d'absorption vers 700 nm
leur conférant une excellente aptitude a la PDTpe@dant, afin d'améliorer les rendements
globaux, une autre approche envisageable seréitatde précurseur polyaminé directement
sur le synthon aldéhydique. Cette solution qui iequne protection adéquate des fonctions
amines primaires résistante aux conditions de ddlatbns, demeure une perspective

intéressante.
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Chapitre ||

Syntheses de tétrabenzoporphyrines

tetraglucosylees
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1. Introduction

Dans le cadre de I'élaboration de nouveaux seissitalirs, applicables en PDT et afin
d'augmenter leurs potentialités anticancéreuseap(€h I-5-3-e), ainsi qu'une bonne balance
hydrophile/hydrophobe, nous nous sommes intéredsidssynthése des benzoporphyrines
glucosylées. Nous avons ainsi realisé, dans un ndectemps, la synthese de
tétrabenzoporphyrines portant soit quatre urfitbsglucose?4, soit quatre unités-D-glucose
relié par un bras espace2® (Figure 1ll-1). Dans ce but nous avons effectuéxdgyntheses,
la premiere consiste a former un synthon glucidiqupii en présence de la
tétrahydrisoindol@ conduit a la formation du macrocycle porphyriniqggucosylée
(Figure 11I-2). La seconde consiste a former prglalaent le macrocycle puis de fixer les
unités glucidiques (Figure I1I-3). Afin de réaliseette deuxieme synthése, nous avons opté
pour la présence d'un bras espaceur plus hydrophig2'-(éthylenedioxy)-bis-(éthylamine),
entre le cycle benzoporphyrinique et les unitégidigues. Ce bras permetterait d'améliorer
la flexibilité de l'unité glucidique mais égalemeaibugmenter le caractere amphiphile du

complexe photosensibilisateur-vecteur.

OH
HO O o OH
o oho 7 5
O OH

[GRit8] : tetraphénylitérabenzoporphyrine

[BRiEg) : D-glucose
: bras espaceur

Figure 1lI-1 : Tétrabenzporphyrines tétraglucosglégnthétisées

2. Stratégies de synthese

Les stratégies de synthése sont représentées swscllemas rétrosynthétiqgues de la

figure I11-2 et de la figure II-3.
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Les étapes de la premiére synthése s'inspirentellies autilisées pour la formation du
synthon benzoporphyrinique décrite au chapitre gatént, mais contrairement a celle-ci, le
synthon aldéhydique est directement fonctionnaliséa tétrabenzoporphyrine
tétraglucoacétylée (Figure 111-2) est obtenue pardensation de la tétrahydroisoind@lsur
le benzaldéhyde glucoacétyl® suivit d'une réaction d'oxydation. Enfin apres rdégction

des fonctions acétyle le composé figdlest isolé.

ACO

OA
¢ OAc OAc
AcO O AcO OAc AcO AcO OAc
o C ° o,
AcO Q o onc AcO ° OAc
= H (O =

OAC OAc OAc OAc
e} O AcO lo}
AO 0 o] OAc < O O OAc

AcO AcO

OAc 21 OAc 22
EtOOC
O,N
~I
AN ——
AcO
AcO 1
ﬂ\ OAc
HN<i© oo S O} .o@—cm
\CH
= + OAc
2 19
AcO
ACO
onc OAc OH
o AcO 0
AcO <
OO onc AcO +
OAc OAcBr
CHO
18

Figure 111-2 : Schéma rétrosynthétique (synthese 1)
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La seconde synthése emploie la tétracarboxyphérapenzoporphyring€ (Figure 111-3),
obtenu selon la méthode décrite au chapitre 1148.btas éthyléne-glycd@5 est ensuite fixé
sur le macrocycle benzoporphyrinique suivant untqoae semblable a I'amidation des
polyaminesl2 et 13 sur ce méme précurseur. Puis les unités glucidigoat couplées par
addition d'unej-lactone et aprés déprotection des fonctions sty composé fin&9 est
isolé.

o
O O + HZN/\/O\/\O/\/’“Hlko/k = e
25
oo Q.
O, (4/
OH 7

Figure 111-3 : Schéma rétrosynthétique (synthese 2)
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3. Tétrabenzopor phyrinetétra-#-glucosylé (24)

Pour former la tétrabenzoporphyrine portant quatrges f-D-glucose, il est nécessaire
dans un premier temps de synthétiser un précueddeéhydique glucosylé, le 4-(2',3',4',6'-

tétraO-acétyl$-D-glucopyranosyloxy)-benzaldéhyde.

3-1 Synthese de|'aldéhyde glucoacétylé (19)

a) Rappels bibliographiques sur la glycosylation

Rappelons que |®-glycosylation est une réaction qui permet de medife carbone
anomeérique d'un glucide afin d'obtenir un hétémsidn réducteur comprenant le glucide et

une partie non saccharidique appelée aglycone rgitjed).

A«wx t* ROH ——> /_,AAWOR R = aglycone

Figure 111-4 : O-glycosylation

Si les premiére©-glycosylations ont été réalisées a la fin du X#iecle, celles-ci n'‘ont
connu un développement important qu'au cours desedes décennies, ceci en raison de leur
impact en chimiothérapie et en biochimie. Nous raposons de décrire tres brievement les
réactions d@-glycosylation les plus connues de la littératluae premiéreO-glycosidation, a
partir d'un glycosyle hydroxylé, a été réaliséeadfih du XIX*™ siécle par Fischéf®
(Figure 11I-5).

+ Py +
HO ° H_ Ho CO H HO o
HO OH _y* HO + HO \
OH OH )

Cation xylosyl ]

R
HO S H*  HO 0 R HO 0 d
HO — Hoig -

OR ~ v 4 .

OH H OH 4 o/

Figure 111-5 : Glycosidation de Fischer

148 £ FischelChem. Ber1893 26, 2400-2410
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Elle consiste en la protonation de I'hydroxyle agoigue du glucide par un acide fort et
en l'attaque nucléophile de I'oxonium formé parld@ol. Cette méthodologie n’était
initialement utilisée que pour des alcools simgflaéthyle, benzyle, allyle'f® puis elle a été
appliquée a des alcools possédant des chainedopiyises. Par la suite, la méthode a été
améliorée par I'utilisation d’acides comme les mési et I'acide sulfonique ou de générateur
d'acide comme le chlorure d'acétyle fournissamid@ chlorhydrique. Sans dresser une liste
exhaustive des procédés mis au point pour la gi§atisn des phénols, nous présentons ceux
gui nous semblent les plus représentatifs.

En 1879, Michaéf® présente pour la premiére fois la synthése @yhénylglucoside de
configuration # obtenu par réaction du 1-chloro-2,3,4,6-téracétylu-D-glucopyranose
avec le phénolate de sodium dans I'éthanol abdalis la glycosylation a partir d’'un
glycosyle activé a été pour la premiére fois intitel en 1901 par Koenigs et Knbir

(Figure 111-6) avec I'utilisation d'un sucre haloge

~~~~~~ _/O H Br *~~~§§/O RO H ‘*~~~\/O
P _— B —_— -
- OH - ﬁ catalyseur - OR

Br

Figure 111-6 : Méthode de Koenigs-Knorr

Elle repose sur l'activation du glycosyle halogpaé des acides de Lewis ou des sels de
métaux lourds (argent ou mercure), suivit d’'unadie nucléophile de l'alcool. Depuis cette
date, plusieurs modifications ont été apportéestte stratégie permettant l'utilisation d'une
plus grande variété de sucres et de phénols. EB, 188cher et Rask¥ obtiennent la
glucovanilline acétylée par réaction hétérogénael'solution de 1-bromo-2,3,4,6-tétta-
acétylua-D-glucopyranose dans I'éther diéthylique avec uhgien agueuse du sel de sodium
du 4-hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde. Mauthner, eb5%§ a introduit des conditions de
réaction homogéne en utilisant comme base unei@olagueuse de soude avec de l'acétone
comme co-solvant organique. Cette modificationadprbcédure de Michael trouve encore de

nos jours de tres nombreuses applications pouhéiiser des glycosides protégés. Cette

149B, Fischer, A. Nudelman, M. Ruse, J. Herzig, HGBttlieb;J. Org. Chem1984 49, 4988-4993.
150 A Michael,Am. Chem. J1879 1, 305.

151w, Koenigs, E. KnorrChem. Ber.1901, 34, 957.

152E Fischer; Raske KBer, 1909 42, 1465-1476.

153 £ Mauthner;). Prakt. Chem1915 91, 174-179.
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réaction permet actuellement, de par ces amélmstid’atteindre des rendements de 90% et

avec un seul anomét&

b) Synthése du benzaldéhyde glucoacétylé

Une analyse comparative de la littérature nous anama choisir d'appliquer pour cette
synthése le protocole décrit par Toshimacell.’ adapté de la méthode de Koenigs-
Knorr®®¢ Bien que le rendement de 40%, d( & la désacétylgtarticlle de la partie
glucidigue, soit moyen, la simplicité de la purdimn dans ce cas reste tres intéressante. Pour
cela, il faut tout d'abord substituer le carbonenaérique du glucoseeracétylé par le brome.

OAc OAc OHC OH OAc
AcO 0 HBr, acide acétique , o <:> o
AcO OAc > Ao > A0 o@—mo
4°C, 4h ol NaOH (7%), acétone e
t.a., 24h

18 :85% 19 :40%

Figure I11-7 : Synthése du 4-(2',3',4',6'té@aacétyl-D-glucopyranosyloxy)-benzaldéhytid

Le glucoseperacétylé est alors dissous dans une solution dewmdihydrogene a basse
température. Aprés réaction et recristallisationsd&ther diisopropylique, le produit attendu
18 est obtenu avec 85% de rendement. Puis la deuxédape est réalisée en présence de
4-hydroxybenzaldéhyde en mileu basique. Apres ipatibn par recristallisation, le produit
attendul9 est obtenu avec un rendement de 40%. Ce rendéailelets'explique en partie par
la compétition entre la réaction de substitutiofaetaponification du carbone anomérique. La

RMN du proton, la spectrométrie de masse et |I'aeafyémentaire ont confirmé sa structure.

3-1 Synthese de latétraphénylporphyrine tétraglucosylée (20)

La tétrahydroisoindol®, instable, est directement condensé avec l'aldglgjutoacétylé
19 (Figure 111-8), selon la méthode de Lind$&{Chapitre 1-3-1-a).

1543) T. Ogawa, M. MatsuGarbohydr. Res1976 51, 13-18., b) A. Lubineau, A. Mallerofietrahedron Lett.
1985 26, 1713-1716. ¢) S. Kobayashi, K. Koide, M. Ohhetrahedron Lett.199Q 31, 2435-2438. d) K.
C. Nicolaou, C. W. Hummel, Y. Iwabuchi, Am. Chem. Sqd 992 114, 3126-3128.

155 3) K. Toshima, K. TatsutaChem. Rey.1993 93(4), 1503-1531. b) C. Kaldapa, J. C. Blais,Carre, R.
Granet, V. Sol, M. Guilloton, M. Spiro, P. Krau§atrahedron Letf.200Q 41(3), 331-335.
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AcO 0
AcO O CHO OAc Q
OAc
19 AcO O o
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(

20: 36%

sur les deux étapes

Figure 111-8 : Formation du macrocycle porphyringqu

Aprés oxydation par le DDQ, puis purification, Etraphényltétracyclohexenoporphyrine
tétraglucoacétylée€0 est obtenu avec 36% de rendement global pour ees @étapes.
L’'analyse spectroscopique IR, RMN du proton, aing la spectrométrie de masse MALDI a

permis de confirmer la structure des produits farmé

3-2 Oxydation de latétraphénylporphyrine (20) en tétrabenzoporphyrine (23)

Rappelons que I'oxydation d’une cyclohexenoporpig/en benzoporphyrine nécessite sa
conversion en sa forme "métallée" et que le chaxcd métal dépend de la stabilité du
composé final en milieu acide (Chapitre 11-3-4).nBanotre cas, la benzoporphyrig8
attendue porte des motifs glucidiques susceptitiese cliver en présence d'un acide fort
concentré. Nous avons donc choisi une métallataorigpzinc nécessitant des conditions plus
douces (HCI, 1) lors de la démétallation. Ainsi, la porphyrineigbacétyle®0 est mise en
présence d'acétate de zinc dans un mélange densolREClMeOH (9/1). La porphyrine
métallée21 est obtenue avec un rendement de 62% apres ptioficLelle-ci, en solution
dans du tétrahydrofurane anhydre, puis oxydée eabDQ, conduit aprés une heure
d'agitation a reflux a la tétrabenzoporphyrine héag222, avec 37% de rendement. Une fois
purifiée, elle est démétallée en milieu acide decthlorhydrique a 10% molaire, et apres
neutralisation du milieu réactionnel, la tétrabgaphyrine glucoacétylé23, est obtenue

avec 76% de rendement (Figure 111-9).
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OAc OAc
o] OAc
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DDQ (19 éq), THF anhydre,
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OAc
AcO % o AcO 5 OAc AcO
AcO Q o} AcO
OAc Ac

C O HCI (10M), t.a., 1h

OAc OAc
AcO Ac o
< o [ oAc

AcO
OAc 231 76% 22 37%

Figure 111-9 : Oxydation de I'arylporphyrin@@) en benzoporphyrineg)

Le rendement global de [Il'aromatisation, avec Isdiion du zinc, de la
cyclohexénoporphyrin@0 en benzoporphyrin@3, est de l'ordre de 18%. Ce rendement
modeste est plus faible que celui obtenu avecilgeen raison de la stabilité plus faible du
chélate porphyrine-zinc limitant ainsi le rendemgliobal d'aromatisation.

3-3 Déprotection de la benzoporphyrine glucosylée acétylée (24)

Plusieurs réactions de désacétylation sont déaldes la littérature. Cette réaction peut
étre effectuée en milieu basique en utilisant paengle comme base des solutions
méthaloniques de méthylate de sodium, de méthgatbaryum, de soude ou de diverses
amines telles que la diéthylamine. Dans notre cemis avons réalisé la réaction de
désacétylation dans un mélange de ;ClkiMeOH (8/2) en présence d'une solution
méthanolique de méthylate de sodium. La présenakathlorométhane permet de solubiliser

le produit acétylé. La réaction est totale et nengdieu a aucune dégradation (Figure 111-10).
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OAc OH
OAc OH
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OAc

OAc OH
AcO o O. HO! ) OH
AcO ° o oA HO. ol o
OH

OAc 23 24 : 86% o

Figure 111-10 : Déprotection des fonctions alcools

Apres purification sur plaque de silice le compdg@rotégé24 est obtenu avec 86% de
rendement. Ce produit est soluble en milieu aquwans les solvants protiques comme le

méthanol.

4. Tétrabenzopor phyrine tétr a-a-glucosylé (25)

Cette synthese a été realisée en partant de laphémyltétrabenzoporphyrin@
(Figure 111-3) préalablement décrite au cours dagitre 11-3.

4-1 Synthese du bras espaceur (25)

Pour réaliser la protection de la chaine alkylelpayroupement Boc, nous avons utilisé le
Boc-ON comme pour les composés polyaminés. Le B¥@&X introduit dans des conditions
non-staechiométriques afin de se limiter a la ptamed'une seule des deux fonctions amines
(Figure 111-11). L’'absence totale du produit secainel permet ainsi de faciliter I'étape de
purification. La réaction se déroule dans le dichieéthane a température ambiante pendant

36 heures.

(o]
CH.Cl,, Boc-ON (0,1éq.) /g
N SO S NN 22 > O e A O

t.a. 36h, Ar
2,2'-(éthylénedioxy)-bis-(éthylamine)

25 :89%

Figure 111-11 : Protection d'une fonction aminempaire du bras espaceur
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La chaine alkyle mono-protég@é est obtenue, apres purification, avec un rendement
89% par rapport au réactif en défaut : le Boc-Obk Honnées physiques de ces produits sont

conformes a celles de la littératdfe.

4-2 Fixation des bras espaceurs sur le macrocycle benzoporphyrinique (26)

La fixation du bras éthylene-glycol sur chaque farc carboxylique de la
benzoporphyring est réalisée dans des conditions similaires étidors de I'amidation des
précurseurs polyaminés sur ce méme synthon (Chapis-1). La benzoporphyrine est
solubilisée dans du DMF a température ambiantg@résence de 4,4 équivalents de DCC et
de HOBt. Apres l'ajout du bras espaceur, puis 18ré® de réaction et purification, la

porphyrine alkylé&6, est obtenue avec un rendement de 85% (Figure )II-12

o o
( ‘\—NHBOC

~
O O Q BocHN8
[e]
DMF, t.a., 18h

§ [O BocHN
(& / ) ¢ i

o 25 ©

NHBoc
DCC (4,4 éq.), HOBt (4,4 éq.) H

O—

OH

Figure 111-12 : Fixation des bras espaceurs stétlacarboxyphényltétrabenzoporhyrine

Le rendement, conforme & ceux rencontrés avedsieras’®, est supérieur & ceux obtenus
avec les précurseurs polyaminés. Ainsi, les rend&rus faibles rencontrés avec les bras
portant le motif spermidiné4 ou spermin€el5 seraient probablement lié a 'encombrement
stérique occasionné par la fixation de ces chadfigdes, limitant ainsi I'accessibilité des

derniéres fonctions carboxyliques libres.
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4-3 Déprotection des fonctions amines primaires (27)

Cette étape consiste a éliminer le groupement geaie Boc afin de libérer les fonctions
amines primaires. Pour cela, le produit protégépésté, a température ambiante, dans un
melange CHCI/TFA 8/2 (Figure 111-13).

o/—\o
(N: —\—NHZ

NH, j
o
TFA/CH,CI, 2/8 , O O
t.a., 3h - (e}
H,N

[LNH SN R

HN

(o}

(o]

AN H,N
BocHN 2
26 N ) o o)
\_/ __/

27 :92%

Figure 111-13 : Déprotection des fonctions aminesnaires

Aprés évaporation du TFA et neutralisation parné&dasique, le composé déprotege

est obtenu avec un rendement quasi quantitatif.

4-4 Couplage de la benzoporphyrine aminée avec la é-lactone (28)

Le synthon glucidique utilisée dans ce travail-lactone triacétylée (Figure Ill-14), nous
a été founi dans le cadre d’'une collaboration deeprofesseur Yves Queneau de 'UMR
5181 de Lyort>®

La olactone provient de l'oxydation de l'isomaltulose du tréhalulose, isomeres du
saccharose, suivie d'une acétylation des fonctigisoxyles (annexep.193). Ce composé
peut étre utilisé comme un agent acylant capablfodir une entité sucre étant donné la
réactivité potentielle de la fonction lactone @diéd des nucléophiles. En effet la réaction de
la lactone triacétylée avec des nucléophiles,dabs les alcools ou les amines, conduit a la

formation d'esters ou d'amides (Figure llI-14),niés par ouverture du cycle lactone. Ces

%% 3) S. Trombotto, A. Bouchu, G. Descotes, Y. Quengatrahedron Lett, 200Q 41(43), 8273-8277. b) Y.
Queneau, J. Fitremann, S. Trombo@oR. Chimie2004 7(2), 177-188.
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produits sont caractérisés par une fonction hydeoXipre en position 2 sur la partie

glucopyranoside.

OAC OAc

AcO 0 ACO 0
AcO RloH ou RZNHZ AcO
o OH R
o o/\(
PR I

o
) R = OR,; ou NHR,
dlactone triacétylée

Figure 111-14 : Ouverture de l&lactone triacétylée par des nucléophiles oxygéunészotés

L'ouverture de la lactone triacétylée par des ryutdes est favorisée par I'emploi de

DMAP (Figure 111-15) et permet la transformatiorigbdu substrat.

OAc OAc
AcO O / \ SCHs AcO o
AcO IN N\ B — AcO
— CH
\O\ 3
] o -
&
S&lactone DMAP R—NH,
DMAP
OAc OAc
AcO o AcO O
_———
AcO AcO
o e o)
OH Il o] [l
O\/\ R N O\/\ ®__R
NH™ i

Figure 111-15 : Mécanisme générale de fixation a@é-lactone sur une fonction amine primaire

La d-lactone est mis en présence de la benzoporphgtikytée 27 et de DMAP en large

exces dans le chloroforme (Figure 111-16).
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Figure 111-16 : Couplage de la benzoporphyrine awsiavec la-lactone

Apres deux semaines de réaction, le solvant egtoé@aet apres purification le composé

tétraglucosylé 28 est obtenu avec 28% de rendement.

4-5 Déprotection de la benzoporphyrine glucosylée acétylée (29)

La réaction de désacétylation (Figure IlI-17), dizxmant a la tétrabenzoporphyrine
tétraglucosylé®9, s'effectue dans les mémes conditions que pobieition du compos24.

O,

O
OH
HO S OH
OH
CH,Cl,/MeOH (8/2) O

MeONa (0,5M ds MeOH)

(o]
t.a., 30 min. o7 N\H\/Q

OH I

|
o oH C\/NH
Ho (j> 29 :82%
J NH
o/_<o

OH

Figure 111-17 : Déprotection des fonctions alcools

La benzoporphyrin@9 est isolée avec un rendement de 82%.
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5. Caractérisation

Une étude par spectroscopie UV-visible, RMN du q@matt par spectrométrie de masse sur

les porphyrines et benzoporphyrines synthétiséefiroee les structures attendues.

5-1 Spectroscopie UV-visible

Les spectres des composés, alkylé et glucosyléstégis sont réalisés dans le
chloroforme et ceux des produits déprotégés satisés dans le méthanol. Les spectres des
benzoporphyrines présentent une forte bande de $en®470 nm, et trois bandes Q de plus
faibles intensités vers 600, 645 et 700 nm. Lestsp® obtenus pour les produits finaux
protégés et déprotégés sont comparables aux spedtemndus pour de telles structures et
leurs valeurs sont illustrées dans le tableau ssales (Tableau I1I-1).

Tableau lll-1 : Bandes caractéristiques des spetivesisible des composéX), 23, 24, 26, 27, 28 et 29
Amax (nm) [coefficient d’absorptior &10° mol™*.L.cm?)], & 20°C

Composés Bande de Soret  Q llI Qll Ql
20° 476 (134,9) 578 (8,6) 632 (10,3) 691 (19,1)
23 466 (313,6) 591 (22,1) 642 (42,0) 697 (17,4)
24 470 (299,6) 588 (23,3) 629 (35,2) 697 (14,7)
26° 469 (151,1) 596 (10,0) 646 (22,4) 703 (8,8)
27 469 (131,9) 595 (5,3) 645 (16,0) 700 (3,8)
28 469 (230,8) 596 (11,5) 648(30,2) 701 (9,2)
29 464 (99,7) 652 (12,2) 698 (1,7)

Solvants :2 CHCl; PMeOH

Une étude comparative des spectres UV de l'aryipoime D (Figure 111-18) et de la
benzoporphyrine24 tétraglucosylées, confirme les observations coéstaau chapitre
précédent avec les composés polyaminés, a sawiatactéristiques intéressantes pour une
utilisation en PDT (Tableau 111-2 et figure 111-19)
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tétraglucosylée tétraglucosylée

Figure 111-18 : macrocycles tétraglucosylés: arglghyrine et tétrabenzoporporphyrié

Tableau 1lI-2 : Bandes caractéristiques des spetivesisible de macrocycles tétraglucosylés
aryl-porphyrineD et benzoporphyring4
amax (nm) [coefficient d’absorptiort €10° mor*.L.cm?)], & 20°C, dans le MeOH

Composés tétraglucosylées Bande de Soret  Q IV Qi Qll Ql
Tétrabenzoporphyrin24 470 (299,6) 588 (23,3) 629 (35,2) 697 (14,7)
Aryl-porphyrine D 428 526 564 606 661

aryl-porphyrine
. tétraglucosylée

D\

1,2

térabenzoporphyrine ("A\\

11 tétraglucosylée | |

1,0 J
0,9 ]

0,8

0,6 ]
05
04
0,3
0,2 ]

0,1

-0,04 ]
350,0 400 450 500 550 600 650 700 750,0
nm

Figure 111-19 : Bandes caractéristiques des spgediié-visible, dans le MeOH
d'une aryl-porphyrin® et d'une tétrabenzoporphyri@é portant les mémes unités osidiques
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5-2 Spectrométrie de masse MALDI

L’analyse structurale des benzoporphyrines tétagylées a été poursuivie par I'étude de
leur spectre de masse (méthode MALDI). Les résulthtenus pour les macrocyclag 23,
24, 26, 27, 28 et 29 sont présentés dans le tableau IlI-3. Tous lestsgs présentent le pic

quasi-moléculaire [M+H]

Tableau 111-3 : Spectrométrie de masse MALDI des poses20, 23, 24, 26, 27, 28 et29

Composés Masse molaire calculéég.mol™) Masse de l'ion observéuma)
20 2214,8 2215,51 [M+H]
23 2198,7 2198,66 [M+H]
24 1527,5 1527,0 [M+HT
26 1912,22 1912,30 [M+H]
27 1511,8 1510,86 [M+H]
28 2896,9 2896,55 [M+H]
29 2392,5 2392,67 [M+H]

A titre d'exemple, nous donnons, sur la figureasgsbus, le spectre du comp@se

30000+
8
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o
™
25000+
OAc AcO
AcO O o o OAc
20000+ one O O Ao
R Calibration sur les O
5 ions dg matrice G
O 150004
g OAc AcO
3 8 W W
u ™~ AcO O [}
g g o ° o o
¥+ OAc AcO
10000+ g 23
o
- «©
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T ¥ 8
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< B @
D =]
5000+ & =
0 M MP"‘ A AT A AR AP A A A A o ARt Lot et AN AR AN A A bl
T T T T T T
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Figure 111-20 : Spectre de masse MALDI du comp23é
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5-3 RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléaireothnpdes benzoporphyrines aminées
26 ou tétraglucosylée®3 et 28 ont été enregistrés a la fréquence de 400 MHz tans
chloroforme deutéré. Les spectres des produitsotigpés correspondan?g, 27 et 29 ont,
guant a eux, été realisés dans le méthanol deld&rde maniere générale, le spectre RMN

'H de tels produits se compose de sept groupegdausi (Figure 111-21) :

» Les protons phényliquesi{..s) entre 8,0 et 8,5 ppm

» Les protons du noyau benzénique. {2.2.,4) entre 7,10 et 7,30 ppm

» Les protons de la chaine carbonée du biasi( H. H, H. et H) entre 3,4 et 3,9 ppm
* Les protons des unités osidiques (H.-, Hs- H, Hs et H:) entre 3,5 et 5,5 ppm

» Les protons des fonctions acétyleis.) entre 2,0 et 2,1 ppm

* Les protons dtert-butoxycarbonyleHc, s.) vers 1,40 ppm

* Les protons NH pyrroliquesi( ineme) VErs -1,1 ppm

T™MS

HNH interne

Figure 111-21: Spectre RMAH du composé&8
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Quand aux produits déprotégés, nous observonssfaarition des signaux des protons
méthyliques du groupement protecteur (Boc) ou desmggments acétyles et des protons des
NH internes qui sont échangé avec le solvant.rlbation de lI'ensemble des signaux a été
effectuée a partir des intégrations et les résutthtenus pour les compos¥ 23, 24, 26, 27,

28 et29 sont regroupés dans le tableau IlI-4 et le tableeu

Tableau I1I-4 : RMNH des benzoporphyrin@, 23 et24

H 20° 23 24P

Pényle :

Hs s 8,02 (J=8,3) d 8,28 (J=8,4) d 8,33 m

Hy o 7,32 (J=8,4) d 7,50 (J=8,4) d 7,95 m
Benzéne :

2,20
Hat.2* m 730 m 71-7.3 m
H,2.,3 1,25-1,7 m

Partie osidique :

Hy- 5,25-5,50 m 5,50 m 4,69 m
H,- 5,25-5,50 m 5,50 m 4,4-4.6 m
Ha- 5,25-5,50 m 5,50 m 4,4-4.6 m
Hy 5,25-5,50 m 5,32 (J=9,6) t 4,4-4,6 m
He- 4,28 (J=2,4-5,40-10,8 ddd 4,06 (J=2,2-5,2-9,7) ddd 4,32 m
He: 4,49 (J=4,5-12,4) dd 4,46 (J=5,2-12,3) dd 4,4-4,6 m
He 4,34 (J=1,5-12,2) dd 4,29 (J=2,0-12,3) dd 4,4-4,6 m
Hac 2,11 S 2,17 S
Azote :
HNH interne '1118 S -

solvant :*CDCls; °CD;0D
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Tableau III-5 : RMNH des benzoporphyrings, 27, 28 et29

H 26° 27 28 29
Pényle :
His 8,47 (J=7,00 d 8,46 (J=7,9) d 8,47 (J=7,9) d 8,30 s
Ho e 8,33(J=7,00 d 8,33(J=7,9) d 8,34 (J=8,0)
Benzeéne :
7,20 7,19
Hat.z# S 725 m M 680730 m
H,2.,3 7,13 s 7,11 m

Bras espaceur :

H., 3,62 m 3,65-3,82 m
Hp 3,76 m 3,65-3,82 m
EC 3,88 m 382390 m 355390 m 345390 m
d
H, 3,76 m 3,65-3,82 m
Hs 3,36 m 3,65 m
Partie osidque :
H, - - 417-428 m 345390 m
Hg - - 355390 m 345390 m
Hy- - - 491 (J=35) d 4,84 m
Ho - - 355390 m 345390 m
Ha - - 5,39 (J=9,6) t 3,45-390 m
H,: - - 5,03(J=9,8) t 3,45-390 m
Hs. - - 3,99-405 m 4,13 m
He - - 4,17-4,28 m 3,90 m
He: - - 399-405 m 345390 m
Hac - - 2,10 s -
Hac - - 2,03 s -
Hac - - 1,99 s -
Boc :
HCH3Boc 1,39 S - - -
Azote :
Hun 6,54 S 7,25 S 8,00 m N
Hu 5,04 s 2,91 s 7.47 BRG] I
HNH interne '1,09 Se '1109 Se '1107 Se -

solvant 2CDCls; °CD;0D

Nous observons gue les protons portés par les [@®fy.;.5) résonnent sous la forme
de doublet avec une constante de couplge comprise 2 et 8 Hz vers 8,3 ppm alors que les
protons portés par les benzénieg £ .3 #) résonnent vers 7,2 ppm. Les protons des azotes de
la fonction amide résonnent, quant a eux, a 6,pr8 pous la forme d'un singulet élargie. Les

protons du bras espacew. (H,, H. Hy, H. et H) se situent respectivement sous forme de
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multiplets entre 3,4 et 3,9 ppm. Nous observonslgsigrotons, portés par les carbones liés
aux azotes, se trouvent déblindés par rapport eatoms intermédiaires des bras. Ceci est du
a l'effet inductif attracteur de I'atome d'azotenCernant la partie osidique, les protons, H

Hs-et Hi-se présentent soit sous la forme de doublet ouglett(J;,.= 3,5; Ji,.= 9,6; J;,.=

9,6) ou de multiplet vers entre 3,5 et 5,50 ppm.observe également un multiplet pour les
protons H-. Le proton H- conduit a un double double doublet a 4,0-4,3 ppm.£ 2,3-5,3-

10). Enfin les protons 1, et Hs, sont observés sous la forme d'un double doubdeB-#,5

ppm (di,, = 2-12 Hz; J. = 5-12 Hz). Les groupements acetyles donnent singulets entre
2,0 et 2,10 ppm. Nous observons les protons métmd du Boc vers 1,39 ppm. Enfin, les

protons des NH pyrroliques internes, se situansdarcone d’anisotropie de la porphyrine,

sont fortement blindés a -1,1 ppm.

6. Conclusions

Nous avons synthétisé deuresetétraglycoaryltétrabenzoporphyrines pour lesqselle
I'entité glucidique est soit fixée directement Eumacrocycle tétrapyrrolique, soit séparée de
ce dernier par l'intermédiaire d'un bras espacgdrdphile. Ces composés ont été obtenus
selon deux approches différentes. La premiere stngn une condensation de précurseurs
aldéhydiques glucosylés sur la tétrahydroisoindoddéte méthode nous a permis d'obtenir la
tétraf-glucosylbenzoporphyrin24 possédant les unités glucidiques directement disée le
macrocycle. La seconde approche réside en une tomdauis glycosylation de la
tétrabenzoporphyrine; les unités glucidiques éliées au macrocycle via un bras éthylene-
glycole conduisant a la tétraglucosylbenzoporphyrin@9. Tous ces composés ont été
caractérisés par spectrométrie UV-visible, RMN et MALDI. La présence des unités
osidiques sur le macrocycle a permis d'augmenteairigctere hydrosoluble des chromophores
par rapport aux composeés polyaminés précédemmerntsdédinsi, ces molécules semblent

étre de bons candidats pour une application en PDT.
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Chapitre |V

Evaluations Biologiques
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Suite a la synthese de ces nouveaux photoseraibilis, nous avons évalué leur aptitude
a produire de I'oxygéne singulet, cette especet €agent toxique principal en PDT, et leurs
effets biologiques sur deux lignées cancéreusesimas (MCF-7 et HaCaT). Le choix de ces
lignées repose sur le fait que les cellules MCFRdéfocarcinome mammaire) s'averent
particulierement résistantes aux différents tragets anti-cancéreux actuels et sur le fait que
les cellules HaCaT d'origine kératinocytaire somt libnnes candidates en PDT de par
I'accessibilité du tissu cutané. Cette étude ctmsistvaluer leur capacité a induire la mort

cellulaire.

1. Production d’ oxygene singulet

Nous avons évalué péalablement I'aptitude des ceéwpfinauxl6, 17, 24 et29 a produire
de I'oxygene singulet selon le protocole décritdinpartie expérimentale (Chapitre V-3). Ce
test consiste a contrbler par chromatographie sucle mince la formation d’endoperoxyde
d’acétate d’ergostérol, a partir d’acétate d’eréadten présence de macrocycle polyaming,
sous bullage d'air et sous irradiation lumineusigyfe V-1)*>’ Les résultats obtenus sont
comparés a ceux de I'hématoporphyrine (Hp) quuashdicateur d’oxygene singulet connu.
Ce test nous a permis de mettre en évidence quaditaent, pour tous les composeés, la

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

Photosensibilisateur
O,, hu

AcO

Figure IV-1 : Formation de I'endoperoxyde d’'acétergosterol.

57a) D.H.R. Barton, G.F. Laws, J. Chem. S&054 52; b) G. Ohloff Pure Appl. Chem1975 43, 481-502.
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2. Mort cdlulaire

La mort cellulaire se fait par photodestructionoseldeux types de mécanismes: un
mécanisme direct provoquant des dommages cellslanégversibles (apoptose et nécrose), et

un mécanisme indirect provoquant des dommages la@sset immunitaires.

2-1 Lesdommages cellulaires directs — Quelques rappels

Ces dommages se regroupent en deux catégoriesroseéet apoptose. La réponse
cellulaire dépend essentiellement de la localisatio sensibilisateur dans les cellules et de

facteurs tels la dose de colorant injectée eglak cellulaire.

a) La nécrose

Il s’agit d’'une mort cellulaire « accidentelle »t&inant des dommages tissulaires. Lors de
la nécrose, la membrane de la cellule est touchaeeffet, certains colorants lipophiles
ciblent la membrane plasmique et entrainent la atigion des lipides membranaires. La
perméabilité de la membrane augmente alors etlldecéclate. Son contenu est déversé dans
le tissu environnant, déclenchant une réactioamnfhatoire (Figure 1V-2).

NECROSIS NECROSIS NECROSIS |} NECROSIS
S~ o

e = |

| [——
N . |

SN\ p 'v: Sy | @
NN VARSI
A\ 4
WA\ cytosol | = i
15 b O spillout | . ' Q’ ;
E 4 \“dr‘:/" 0 4 N ; éui
it ) A / ‘:\ b - & | cellmembrane
=X k\ Xy // o I ) disintegration
— o -,"/ \ L ) =~
Cellule normale Gonflement Gonflement Désintégration

réversible irréversible

Figure 1V-2 : Mécanisme de la nécrose
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b) L'apoptose

C’est un processus d’élimination cellulaire génégigent prédéterminé permettant le
renouvellement cellulaire. Les cellules d’'un orgame s’autodétruisent lorsqu’elles ne sont
plus utiles ou qu’elles ont un dysfonctionnement.s’agit d’'un processus irréversible
n’entrainant pas d’inflammation. L’élément clé adgaihant 'apoptose est la condensation de
la chromatine, suivie de la fragmentation de léutelen corps apoptotiques qui seront ensuite
phagocytés (détruites par les globules blancsu(Eigv-3).

(1) APOPTOSI! APOPTOSI! s APOPTOSIE s APOPTOSI!

|/ \‘:‘ I" ‘ ’.‘ = j/ \ | f// ‘ \\:|
\ - & y — i d "'/" ‘ \-.,,_ // -\\ 4
[ -’/ B ’ ‘ / -
J Vs ¥ ’ 4
4 S ; /e T \o )
‘ ) 4 ) ) A \
{ 4 A »
— & ) 7 ;‘J g \ ) v
| | v, -
Cellule normale Condensati Fragmentation Phagocytose

Figure 1V-3 : Mécanisme de l'apoptose

La PDT provoque I'apoptose principalement par denigs

- voie mitochondriale : I'apoptose se produit larsde photosensibilisateur
est localisé dans les mitochondries. Elles effettadors un relargage du cytochromejui
active la protéine Apaf-1. Cette derniére recrugs grotéines, la caspase-9 et la caspase-3
pour former un complexe apoptosome. L’activation ldecaspase-3 entraine I'apoptose
(Figure IV-4).

- voie « des récepteurs de mort » : dans ce casesepas la PDT qui induit
la mort mais la présence du photosensibilisateustimule la production de ces récepteurs.
La cellule devient plus sensible aux facteurs gropsotiques induisant la mort cellulaire. Les
photosensibilisateurs vont se lier aux récepteersndrt qui, via une protéine adaptatrice,
conduit a l'activation de la caspase-8. Cette d@deeniclive et active la pro-caspase-3 en
caspase-3 entrainant I'apoptose (Figure IV-4).
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Figure 1V-4 : les deux principales voies d’actieatide I'apoptose

2-2 Lesdommages cellulairesindirects

L'effet le plus rapidement détectahie vivo apres la PDT est de nature vasculaire. En
effet, quelques minutes aprés lirradiation, d’imtpats changements vasculaires sont notés
autour de la tumeur, induisant une privation deitaeur en oxygéne qui conduit a la mort des

cellules tumorales par asphyxie.

2-3 Résultats

Nous avons étudié l'efficacité des différentesati@nzoporphyrines tétrapolyaminées et
tétraglucosylées, selon le protocole décrit dammtie expérimentale (Chapitre V-4). Ce test
consiste a comparer leur effet en terme de toxusifulaire par rapport a une molécule de
référence : le Photoftth
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L'obtention de doses réponses (Figure IV-5 et &giM-6) nous a permis de déterminer
graphiquement la valeur IC50 (Figure IV-7) pour gt molécule sur les deux lignées
cellulaires étudiées : HaCaT et MCF-7.

Pour la tétrabenzoporphyrine tétraspermidinE®), (I'étude de sa cytotoxicité n'a pu étre
réalisée en raison de son manque de solubilitéikggumaqueux avec ou sans DMSO.

Dans le cas de la lignée MCF-7, les résultats aistenontrent que toutes les autres
molécules testées s'avérent significativement meffisaces que le Photoffin En effet, la
mort de 50% des cellules dans nos conditions dereuést induite dans tous les cas pour des
concentrations supérieures & 1380 ng/mL obtenuésapritement avec le Photoffin
(Figure IV-5 et figure 1V-7).

En ce qui concerne la lignée HaCaT, les résultats permettent de faire le méme constat
puisque toutes les tétrabenzoporphyrines posseaentaleur de I'I€ supérieure a celle du

Photofrir, qui pour cette lignée s'éléve & 123 ng/mL (Figué et figure IV-7).

DO 595 nm MCE-7

16

14

12 4

14

0,8

0,6
—e— Photofrin

04 1 —a—Benzoporphyrine sperminée 17

02 4 —a— Benzoporphyrine glucosylée 24

—a— Benzoporphyrine glucosylée 29

0 ————t.

08 13 18 23 2,8 33 38 Log
ng/mL

Figure IV-5 : Test de viabilité cellulaire sur lgnée MCF-7
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Figure IV-6: Test de viabilité cellulaire sur lghiée HaCaT
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Figure IV-7 : 1G, des différents photosensibilisateurs sur les bgdaCaT et MCF-7

3. Conclusions

Toutes les benzoporphyrines ont montré leur agitugroduire de I'oxygene singulet. Par
la suite, des tests préliminaires d'évaluation'agivité photocytotoxique de ces molécules
(test MTT) ont été réalisés sur deux lignés celletaHaCaT et MCF7. Les premiers résultats
ont montré que les benzoporphyrines possédent ciété moins forte que le Photoffin
utilisé comme référence. Toutefois d'autres essarsont étre réalisés afin de confirmer ces
résultats. Néanmoins, la faible phototoxicité obéerpour les benzoporphyrines polyaminées
pourrait étre attribuée a une solubilité partieenos composés en milieu biologique. En ce
qui concerne les benzoporphyrines glucosyléesmouaulation du nombre d'unités osidiques
sur le macrocycle permettrait d'envisager une mad activité en PDT. Enfin, l'utilisation
d'une lumiére possédant une longueur d'onde bicifgpue, vers le rouge, devrait augmenter

I'efficacité de nos photosensibilisateurs.
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Conclusions géenérales

et perspectives
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Au cours de ce travail, nous nous sommes donceisgés a la conception et a
I'évaluation biologique de composés benzopyrrobgwectorisés afin d’augmenter leur
sélectivité et par conséquent leur efficacité. Aineus avons pu accéder pour la premiere
fois a des structures tétrabenzoporphyriniques gooigées et glucosylées. Elles ont été
obtenues suivant deux approches distinctes ; &idir du vecteur glucidique ou polyaminé
sur ces colorants a pu étre effectuée soit endisyahthese sur le précurseur macrocyclique,
soit dans la phase initiale de la synthése suyrithen aldéhydique. Cette derniere approche
ouvre des perspectives intéressantes pour I'élaborade nouvelles benzoporphyrines
asymetriques fonctionnalisées ne pouvant étre abterselon les méthodes couramment
utilisées. Par la suite, nous envisageons |'utitisad'une technologie innovante mise en place
au laboratoire qui permet la synthése sans sollargorphyrines. Cette méthode basée sur
I'utilisation de charbon actif comme promoteur a&cigourrait permettre d’apporter de
nouvelles perspectives a la synthése benzoporphyen

Des premiers tests de viabilité cellulaires, vitro, sur deux lignées cancéreuses
humaines (MCF-7 et HaCaT) ont été effectués. Biem tpus les produits finaux induisent
une production d’oxygéne singulet en présence deiehe visible, ils se sont révélés
décevants car peu actifs pour la destruction diéde® cancéreuses. Ces résultats illustrent le
fait que la production d’oxygene singulet n'est paseul parameétre qui intervient dans ce
phénomene. En effet, 'analyse détaillée de larktiure montre que d’autres facteurs tels que
l'adressage et la pénétration cellulaire, I'appeode I'ADN, le coefficient de partage,...,
participent a l'induction de la mort cellulaire pdes agents photocytotoxiques, et sont
actuellement en cours d’étude dans notre laboeatdblous avons pu ainsi constater que le
caractére amphiphile d'un photosensibilisateuruast propriété qui peut étre décisive pour
son activité photocytotoxique. En effet ce paramétonditionne la capacité qu'a cette
molécule a traverser les membranes cellulairessiAsur le plan prospectif, nous prévoyons
d'augmenter le caractere hydrophile de nos agdmitogensibles. Pour cela, nous pensons
fonctionnaliser nos benzoporphyrines polyaminéedesupositions benzopyrroliques par des
groupements sulfonates. Nous envisageons égalenfiétdaboration de nouvelles
benzoporphyrines glucosylées en faisant varieralaire et la distribution des groupements
glucidigues, pour obtenir un éventail plus largeptietosensibilisateurs. Cette multiplication
du nombre de composés devrait permettre par la diétablir une relation structure activité
entre ces diverses molécules afin d’obtenir le lewgilcandidat pour une utilisation en PDT.

Un autre axe de recherche envisagé, permettantélitmer I'adressage cellulaire, est la
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conception de nouveaux composés benzopyrroliquetenges par d'autres agents de ciblage.
Parmi eux, nous pouvons citer le motif RGD qui psfrrde vectoriser spécifiquement ces
composeés vers la néovascularisation tumorale, Bgaseement des transporteurs protéiques
comme l'albumine et des lipoprotéines, ainsi ques dwotifs pouvant induire une

augmentation de l'activité photodynamique commnerigaliol, I'EGF ou l'insuline.
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Chapitre V

Parie expérimentale
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1. Réactifs et solvants

L'origine des réactifs et des solvants utiliséscaurs de ce travail et leur traitement

éventuel est présentée dans le tableau V-1. Tdatepuretés ont été testées avec les

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

Tableau V-1 : Réactifs et solvants

Réactifs et solvants

1-hydroxybenzotriazole (#0<5%)
1-nitro-cylohexéne
2,2'-(éthylénedioxypis-(éthylamine)

2,3-dichloro-5,6-dicyan@-benzoquinone

4-carboxyméthylbenzaldéhyde 99%
Acétate d’éthyle 99%

Acétate de cuivre

Acétate de zinc

Acétone

Acétonitrile 99,7%

Acide acétique 99,8%

Acide bromhydrique (33% dans AcOH)
Acide chlorhydrique 35%

Acide sulfurique

Boc-ON 99%

BPE

Carbonate de potassium (séché 24h a I'étuve a }00°

Chloroforme 99,9%
Dichlorométhane 99,8%
Dicyclohexylcarbodiimide 99%
Diméthylformamide 99,5%
Ethanol absolu

Ether de pétrole 40-65°C
Ether diisopropylique

Etylene glycol
Glucoseperacétylé

Heptane

Hydrazine monohydrate 98%
Hydrogénocarbonate de sodium 99%
Hydroxyde de potassium
Hydroxyde de sodium
Isocyanoacétate d'éthyle
K-SFM

L-glutamine

MEM

Méthanol

Origines

Acros
Aldrich
VWR
Aldrich
Acros
SDS
Prolabo
Acros
Elvetec
SDS
Fisher
Acros
Fisher
Prolabo
Aldrich
Gibco
Aldrich
SDS
SDS
Acros
SDS
Elvetec
SDS
Acros
SDS
Acros
VWR
Aldrich
Prolabo
Acros
Acros
Lancaster
Gibco
Eurobio
Eurobio
Fisher
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Méthylate de sodium

MTT
N-4-bromobutylphtalimide 98%
NeAA
pénicilline/streptomycine
Phosphate Buffer Saline
pyruvate de sodium

rEGF

Résine acide Amberlite IRN-77
Résine basique Dowex 1x8-50
Spermidine 99%

Spermine 99%

Sulfate de magnésium

SVF

Tertbutylate de potassium
Tétrahydrofurane 99,9%
Triéthylamine 99,5%
Trifluorure de bore diéthyle ether
Trypsine-EDTA

d-lactone

2. Mesures physiques

2-1 Ultraviolet-visible (UV)

Aldrich
promega
Acros
Eurobio
Eurobio
Sigma
Eurobio
Gibco
Prolabo
Acros
Aldrich
Fluka
SDS
Eurobio
Aldrich
Acros
SDS
Aldrich
Eurobio
Dr. Y. Queneau UMR 5246 Lyon

Les spectres ont été réalisés sur un spectropltt®tdV-visible Perkin EImer Lamba 25.

Tous les spectres sont effectués dans des cetlelepartz de 1 cm de trajet optique a une

concentration voisine de ?a.0° m dans le chloroforme pour les produits protégédaes le

méthanol pour le produits déprotégeés. Les longud'orgle correspondantes aux absorbances

maximales sont exprimées en nm et les coefficidatssorption molairegf en mol*.L.cm™.

2-2 Infrarouge (IR)

Les spectres IR sont réalisés sur un appareil ifPeimer FT-IR spectrometer-
SPECTRUM 1000 sur des échantillons conditionnépasiilles de KBr ou sous forme de

dép6t entre deux pastilles de KBr (25x4 nm). Lesgjleurs d'onde sont mesurées eft.cm
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2-1 Lestempératures de fusion (T g)

Les températures de fusion sont mesurées en tapékires sur un appareil Electrotermal
IA9100.

2-2 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un apaiecker DPX avec une fréquence de
400,13 MHz pour le proton et de 100,62 MHz poucdebone 13 a I'Université de Limoges.
Les déplacement®) sont exprimés en ppm en prenant le tétraméthylsicomme référence
interne, les constantes de couplage sont mesurdd$zehes abréviations retenues sont :
s (singulet), d (doublet), dd (double doublet), d@btbuble double doublet), t (triplet),

g (quadruplet), quint (quintuplet), m (multipletles figures élargies comportent un "e" en

indice.

2-3 Spectrométrie de masse MALDI

Les spectres de masse MALDI ont été effectués ahpilatoire de Chimie Structurale
Organique et Biologique de I'Université de Parispdr le Dr. Sandra Alves par désorption

laser avec un spectrometre a temps de vol Voydger E

2-4  Spectrométrie de masse Haute Résolution

Les spectres de masse Haute Résolution ont digestaur un appareil ZABSpec. TOF de
Micromass possédant une géométrie EBE TOF au cBétgeonal de Mesures Physiques de
I'Ouest (CRMPO) de I'Université de Rennes.

2-5 Chromatographie

a) Chromatographie analytique sur couche mince

L'évolution des réactions ainsi que la pureté mresluits sont contrélés par CCM (silice
déposée sur plaques d'aluminium alufolien : gelsiliee 60 F254 Merck de 0,2 mm
d'épaisseur). Certains des produits déprotégés sprint a eux, déposés sur plaques

d'aluminium phase inverse RP-18 F254s Merck.
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La révélation des plaques est assurée :

* soit par observation directe pour les composéséEs

* soit par UV pour les composés conjugués

* soit par vaporisation d’'une solution de ninhydrguivie d’'un chauffage a 100°C
pour les produits polyaminés

* soit par vaporisation d’'une solution de fluoréeseédans le méthanol/eau (1/1),
puis d’'une solution aqueuse d’eau oxygénée a 3086 Hacide acétique suivie
d’'un chauffage a 100°C pour les produits bromés

e soit par vaporisation d'une solution a 1% d'atisulfurique dans l'acide
sulfurique a 20% suivie d'un chauffage a 100°C ducss des glucides

* soit en combinant ces techniques

b) Chromatographie préparative

v' Chromatographie sur colonne

Les différentes chromatographies ont été effestu@eoartir de colonnes séches. Nous
avons utilisé des colonnes de silice (gel de siiisel -CHROM, granulométrie : 15-40 um

Merck) de 4 cm de diamétre et de 20 & 30 cm deshaut

v" Chromatographie sur couche mince préparative

Les chromatographies sur couche mince préparatess réalisées sur des plaques
préparées au laboratoire a I'aide de 80g de dikdeselgel 60PF254 Merck) et de 220 mL
d’eau que I'on dépose sur six plagues de verrex(20 cm) puis celles-ci sont séchées a lair

libre pendant 15 heures et finalement activée0a pendant deux heures.

3. Etudedela production d’ oxygéne singulet

Le systeme est constitué d’'un bain themostaté & 2iths lequel est inséré un tube a
hémolyse contenant I'échantillon étudié & une comation d’environ 1§ M. L’ensemble est
maintenu sous bullage d’air comprimé et sous uairdgje fourni par deux lampes de 100 W.
Les résultats des tests de production d’oxygerguidhréalisés sur les composés polyaminés
et glucosylés synthétisés sont qualitativement @ég par chromatographie sur couche

mince a ceux obtenus pour I'hnématoporphyrine quiues producteur reconnu d’oxygéene
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singulet. Au cours de ces essais, I'acétate d'éggalsest utilisé comme accepteur d’'oxygéne
singulet afin de former 'endoperoxyde d’acétatergostérol. L’analyse des produits formés
met en évidence, apres quinze minutes d’irradiateoprésence de I'endoperoxyde et donc la

formation d’oxygéne singulet pour tous les macréeytestés.

4. Matériels et méthodes : tests biologiques

4-1 Culturecdlulaire

Les cultures cellulaires sont réalisées dans deditions stériles sous une hotte a flux
laminaire verticale (ClanLAE VFR 1206) et placées dans un incubateur (Inflo@®-48) a
37°C, 5% de C@et en atmosphére humide. Les tests ont été effectur les lignées
cellulaires HaCaT et MCF-7 :

» La lignée HaCaT est cultivée dans le milieu "Kiewacyte-Serum Free Medium®
(K-SFM, invitrogen cell culture) supplémenté avex l@éxtrait hypophysaire bovin
(BPE) et du facteur de croissance épidermique rbowant (rEGF).

* La lignée MCF-7 est cultivée dans du milieu "EsgyMinimum Essential Medium"
avec des sels de Earls (MEM) supplémenté avec 2deM-glutamine, 0,1 mM
d'acides aminés non essentiels (NeAA), 10% de séden veau feetal

décomplémenté (SVF) et 10 mM de pyruvate de sodium.

Enfin, les milieux sont supplémentés avec un ngdand'antibiotiques P/S
(pénicilline/streptomycine) respectivement a la ariration de 100 Ul/mL et 1060g/mL.
Les cultures sont repiquées une fois par semaagissant de cellules adhérentes, celles-ci
sont décrochées de leur support par ajout de &k @e Versene (trypsine-EDTA 1X), lavées
par centrifugation 10 minutes & 46Quis ensemencées a raison de 2cHllules/mL dans
des flacons & bouchons ventilés de 25 ou 7% &mtre deux repiquages, les cultures sont

entretenues par changement du milieu tous les a8,
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4-2 Test deviabilité cdlulaire

a) Principe

Le MTT ou bromure de 3-(4,5-diméthylythiazol-2-@2)6-diphényl tétrazolium
(Figure V-1) est une substance jaune sous sa fanydée. L'anneau de tétrazolium qu'il
contient est réduit, par la succinate déshydrogenatochondriale des cellules vivantes, en
cristaux de Formazan. Les cristaux sont dissous danDMSO produisant une coloration
bleue-violacée. L'intensité de cette coloration unés a 595 nm est proportionnelle au

nombre de cellules vivantes avec un métabolismg act

Figure V-1 : MTT

b) Mise en place du traitement photosensibilisateur

Les cellules HaCaT et MCF-7 sont mises en culdames des plaques 96 puits a raison de
100 uL de suspension cellulaire 5216ellules/mL et cultivées & 37°C et 5% de ,Cin
gu'elles puissent adhérer au support et soienhasepexponentielle de croissance au moment
du traitement. Apres 48 heures les surnageants ébminés par aspiration et les
photosensibilisateurs distribués en dupliquette0 (1L/puits) en effectuant des dilutions
successives a partir de la dose d®dM ng/mL afin d'obtenir la gamme de concentration
suivante : 1@00, 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156, 78, 39, 19 et 9 ng/mL.

c) Contrles

Pour chaque expérience, sont prévus un contrdle ghotosensibilisateur (prolifération
cellulaire normale) ainsi qu'un contréle sans pbetsibilisateur avec du milieu a 1% de
diméthylformamide qui est utilisé comme solvant deertaines molécules

photosensibilisatrices afin de quantifier une éwelt¢ toxicité ne relevant pas du traitement.
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De plus, les controles sont effectués pour chadumopensibilisateur et chaque lignée

cellulaire en absence d'irradiation lumineuse.

d) Irradiation lumineuse

Apres 24 heures de culture en présence de photbdieateur, les surnageants sont
eliminés et le milieu est remplacé par 4@0puits de PBS stérile 1X (Phosphate Buffer
Saline). Ensuite les cultures sont exposées aumigfle blanche pendant 2 heures a 5;5.10
mW/cnt.*® Le PBS est ensuite remplacé par 10@puits de milieu complet et les cultures

incubées a nouveau pendant 24 heures.

e)Test MTT

Selon les recommandations du fabriquant, chaqus pegoit 15uL de réactif MTT, puis
les cultures sont incubées 3 heures a 37°C et 5&delLa réaction est arrétée par addition
de 100uL de solution "stop" (DMSO). Les absorbances soesla 595 nm avec un lecteur de
microplaques (Triad, Dynex technologies). A padirs résultats exprimés en fonction des
concentrations en photosensibiliseur, il est pésgle déterminer graphiquement l'indice de
cytotoxicité 1Go pour chaque molécule selon la lignée (concentrapimvoquant 50% de

mortalité cellulaire).

f) Analyse statisique

La significativité des résultats est éprouvée @d'adu logiciel PAST version 1.7
(Paleontological Statistics Softward package fondadion and Data Analysis) avec le test de

Kruskal-Wallis et correction de Bonferrohi,

5. Syntheses

18 5. Banfi, E. Curuso, S. Caprioli, L. Mazzagatti, @nti, R. Ravizza, M. Gariboldi, E. Mon®jioorg. Med.
Chem, 2004 12, 4853-4860.

19 0. Hammer, D. Harper, P. Ryan; Past: paeleontodbgitatistics software package for education aatd d
analysis paleontologia electroni@f01, 4, 9.
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2-éthoxycarbonyl-4,5,6,7-tétrahydroisoindole (1)

L’isocyanoacétate d'éthyle (2,3 mL, 20,9 mmol81€h.), solubilisé dans 20 mL de THF
anhydre, est ajouté a une solutionteid-butylate de potassium (2,32 g, 20,7 mmol, 1,17 éq.
dissous dans 20 mL de THF anhydre. Le mélangeioéael est maintenu sous agitation a
0°C et sous argon durant 10 minutes. Puis, parauitera-goutte, le 1-nitro-cyclohexene
(2,0 mL, 17,7 mmol, 1 éq.) solubilisé dans 15 mLTé&~ anhydre est introduit au mélange
réactionnel. Apres 4 heures de réaction a températmbiante et sous argon, le solvant est
évaporé sous pression réduite, puis le brut rejans du CHCI, est lavé a plusieurs reprises a
I'eau (5x50 mL) et a I'eau salée (50 mL), séchésulfate de magnésium, filtré et le solvant
évaporé sous pression réduite. Le brut réactioestethromatographié sur colonne de silice
avec pour é€luant un meélange §HY/THF (20/01). Apres deux recristallisations dans
I'heptane, I'ester tétrahydroisoindol&) (est obtenu, sous forme de cristaux blancs, amec u
rendement de 38 % (1,31 g, 6,78 mmaol).

Aspect : cristaux blancs

Rf (CH.Cl,) = 0,35

SM Haute Résolution m/z =216,23 [M+Na]

Te=83°C (litt** © T=82-83°C)

IR (cm™) (KBr) : 3285 ¢n.+); 2924 et asym); 2848 (o sym); 1663 {c=0 Aromad); 1416
(Ve=c aromap; 1031 fcn); 775 ©c-H aromad

RMN !H (CDCls) & en ppm : 8,81 (s, 1H, H); 6,64 (d, J=2,76 Hz, 1H, i 4,29
(9, J=7,20 Hz, 2H, H); 2,81 (t, J=5,96 Hz, 2H, M 2,54 (t, J=5,84 Hz, 2H, Ht 1,74 (m, 4H,
Hs.o); 1,34 (t, J=7,12 Hz, 3H, H)

RMN *3C (CDCl3) & ppm : 149,6 (Go); 115,7 (G); 109,4 (G); 106,8 (G); 105,2 (G); 47,3
(C11); 11,0 (G); 10,8 (G); 9,5 (Ge); 2,1(G2)
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4,5,6,7-tétrahydroisoindole (2)

—~I
HN
_—

Un mélange d’ester tétrahydroisoindolg (864 mg, 4,47 mmol, 1 €q.) et d’hydroxyde de

potassium (1,0 g, 17,8 mmol, 4 éq.) a 85% dankylléhe glycol (30 mL) est mis a réagir a
reflux (145°C), sous agitation, a lI'abri de la l@ém et sous argon pendant 1 heure. Le
mélange réactionnel est ensuite refroidit au vaginde 0°C, puis le produit est extrait par
ajout de 30 mL de Ci€l,. La phase organique est lavée a I'eau (1x20 milis péchée sur
sulfate de magnésium, filtrée, et diluée dans enviB00 mL de CLCl,. Le vial de
récupération est mis sous argon et a I'abri deuaidre. Le 4,5,6,7-tétrahydroisoindol®) (
étant instable, a la lumiere et en présence d'megjgest directement utilisé tel quel pour

I'étape suivante.

Aspect : solution jaune clair dans le GEl,

Rf (CH.Cl,) =0,82

IR (cm'l) (KBr) : 3352 {n-H); 2923 {cn asym); 2838 cn sym); 1439 {c=c aroma); 1055
(ve-n); 770 ©c-H aromad
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5,10,15,20-tétrakis-(4-carboxyméthylphényl)-tétracglohexénoporphyrine (3)

La réaction se déroule a labri de la Ilumiere etussoargon. Le 4-
carboxyméthylbenzaldehyde (380 mg, 4,62 mmol, 1) égt ajouté a une solution de
tétrahydroisoindole (2) (provenant de 864 mg du compos&4,47 mmol, 1 éqg.)déja
solubilisée dans 600 mL de @El,. Apres environ 10 minutes d’agitation le 8,0 (90
uL, 0,71 mmol, 0,15 éq.) est additionné par untgeatgoutte au mélange réactionnel, puis la
solution est agitée pendant 2 heures. Ensuite 3edizghloro-5,6-dicyang-benzoquinone
(DDQ) (1,02 g, 4,50 mmol, 1 éq.) est additionnénagélange réactionnel, et la solution est
laissée sous agitation durant 1 heure. A la filad&action, le solvant est évaporé, et le brut
repris dans 100 mL de GHI,. La phase organique est neutralisée et lavéesiephs reprises
(H20 (5x50 mL); BO/N&COszi0%) (1x50 mL); BO/K2COsz(10%) (1x50 mL); HO/HClsg)
(1x50 mL) et HO,NaCl (1x50 mL)). Enfin la phase organique esthéécsur sulfate de
magnésium, filtrée et le solvant évaporé. Aprésifipation sur colonne de silice
(CH.CI,/EtOH de 97/03 a 90/10) le compo8éest obtenu avec une masse de 500 mg
(0,47 mmol, Rdt = 42% sur les deux étapes).

Aspect : poudre verte

Rf (CHCI s/Ether de pétrole 60/40) =0,66

SM (MALDI) m/z = 1063,460 [M+H]

UV : hmax NM (£.10°%) (CH.Cl3) : 473 (257,7); 617 (21,4); 674 (33,6)

RMN *H (CDCl3) & ppm : 8,38 (d, J=7,96 Hz, 8H, #}); 8,26 (d, J=7,96 Hz, 8H, 4¥);

4,11 (s, 12H, Ke); 2,2-2,4 (M, 16H, bl»4): 1,2-1,6 (m, 16H, bb.»2); -2,3 ($, 2H, Hu)
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5,10,15,20-tétrakis-(4-carboxyméthylphényl)-tétracgiohexénoporphyrine de cuivre (4)

La PhTCHP(CQMe), (3) (500 mg, 0,47 mmol, 1 éq.) est solubilisée dab® rhL d’'un
mélange de solvant (CHZMeOH) (9/1). Puis 240 mg d'acétate de cuivre (In2®ol,
2,5 €q.) sont ajoutés a la solution. Le mélangetigael est agité durant 1 heure et suivit par
contrble UV Apres la métallation, la solution chardg couleur passant du vert au rouge. La
phase organique est ensuite lavée a plusieurssespr(HO/AcOHio%) (1X50 mL),
H>O/NaHC Q100 (1X50 mL), et HO (1x100 mL)), puis séchée sur sulfate de magnésium
filtrée, et le solvant évaporé. Une purificatiomr snlonne de silice (éluant : GEI,) permet
d’obtenir la tétracyclohexenoporphyrine métallée pa cuivre @) avec une masse de
449,9 mg (0,40 mmol, Rdt = 85%).

Aspect : poudre rouge-rouille

Rf (CH.Cl) = 0,36
UV : Amax M (£.10°%) (CHCI3) : 429 (177,8); 560 (17,8); 597 (12,6)
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5,10,15,20-tétrakis-(4-carboxyméthylphényl)-tétrabezoporphyrine de cuivre (5)

La Cu-PRTCHP(CQMe), (4) (449,9 mg, 0,40 mmol, 1 éq.) est solubilisée déd® mL
de THF anhydre, puis 1,8 g de DDQ (7,93 mmol, 19 sant ajoutés. Le mélange est porté a
reflux (80°C) sous argon et a I'abri de la lumipesndant 1 heure. Apres oxydation la solution
passe de la couleur rouge a la couleur verte. f@ssion réduite, le solvant est évaporé et le
brut repris dans du Cil, (V=50 mL). Puis la phase organique est lavée siglus reprises
avec une solution d'$#/KoCOz100) (2x25 mL) et d'HO (1x50 mL), séchée sur sulfate de
magnésium, filtrée puis évaporé. La masse brutnoigteest de 661 mg. Une purification sur
colonne est réalisée avec pour éluant un gradiergodvant allant du Ci€l, au mélange
CH.CI/THF 98/02. Le composé est obtenu avec une masse de 190 mg (0,172 mmol,
Rdt% = 43).

Aspect : poudre verte

Rf (CH.Cl,) = 0,85
UV : Amax NM (£.10°%) (CH,CI/EtOH) (90/10) : 447 (169,8); 602 (15,5); 650 (72,4)
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5,10,15,20-tétrakis-(4-carboxyméthylphényl)-tétrabezoporphyrine (6)

La Cu-PRTBP(COMe)s (5) (190 mg, 0,172 mmol, 1éqg.) est démétallée pawutajo
d'environ 50 mL d'acide sulfurigue concentré etecelution est laissée sous agitation
pendant 1 heure a température ambiante et a dlada lumiere. Lors de la démétallation, la
solution change de couleur passant du vert au rdl@eencement de la réaction est suivi par
U.V. Aprés disparition du produit métallé, le méjanréactionnel est dilué lentement dans
environ 50 mL de MeOH, puis refroidit (bain de giacAprés addition de 70 mL de gE,,
la phase organique est lavée a plusieurs reprigesde I'HO (3x25 mL), HO/NaHCQ100%)
(1x50 mL), HO (1x50 mL), puis séchée, filtrée, et le solvardpiré sous pression réduite.
Aprés purification sur plaques préparatives de del silice (CHCI,/THF 95/05), la
tétrabenzoporphyrin@ est obtenue avec une masse de 135 mg (0,129 mRatéh = 75).

Aspect : poudre verte

Rf (CHCl3) =0,53

SM (MALDI) m/z = 1046,46

UV : hmax NM (£.10%) (CHCl3) : 468 (484,4); 598 (42,1); 646 (74,8); 701 (37,6)

RMN *H (CDCls) & ppm : 8,55 (d, J=7,96 Hz, 8H, 4+); 8,47 (d, J=8,00 Hz, 8H, 4++);

7,25 (s, 16H, b.»253.4); 4,16 (s, 12H, Ke); -1,09 (s, 2H, Hun)
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5,10,15,20-tétrakis-(4-carboxyphényl)-tétrabenzopghyrine (7)

Dans un ballon (V=100 mL) 135 mg de compés€,129 mmol, 1€q.) sont solubilisés
dans 30 mL de DMF et 20 mL d'une solution de KOHsdBEtOH (1M, 20 mmol, 1,5 éq.)
sont ajoutés. La réaction est maintenue a reflsgyla précipitation du produit désiré. Le
mélange est alors refroidit et le solvant évapbecbrut est repris dans le MeOH et la solution
est neutralisée par une résine acide. De nouveauodkiit précipite. Apres filtration, 110 mg

de composé sont ainsi obtenu (Rdt % = 86).

Aspect : poudre verte

Rf (CH3CN/H.O 7/3 + 1% de TFA) =0,64

SM (MALDI) m/z = 991,553 [M+H]

UV : hmax NM (£.10°%) (DMF) : 468 (303,7); 592 (22,9); 642 (40,4): 698 (15,2)

RMN 'H (DMF) & ppm : 13,77 (s, 4H, Hoon); 8,64 (d, J=7,00 Hz, 8H, 4+); 8,57
(d, J=7,44 Hz, 8H, Hs): 7,33 (s, 8H, Hhi»4); 7,21 (3, 8H, H23); -0,69 (g, 2H, Hu)
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N* ,N2-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (8)

Dans un bicol (V=100 mL) placé dans un bain deglaous atmosphére d'argon et sous
agitation, 2 mL de spemidine (12,7 mmol, 1 éq.)t spacés dans 30 mL de THF anhydre en
présence de 5,33 mL desEt(38,1 mmol, 3 €q.). Puis 6,27 g de Boc-ON (25r8ah 2 éq.)
sont introduit, en solution dans le THF anhydre 10-mL), sous forme de goutte-a-goutte au
mélange réactionnel et la réaction est suivie p@MC(AcOEt/acétone/eau/GBOOH :
5/3/1/1). Apres 18 heures de réaction, le THF eapéré. Le produit est solubilisé dans 80
mL de CHCI, et la phase organique est traitée avec 100 mledoiution de soude a 1%
puis lavée a l'eau (3x150 mL), séchée sur sulfatendgnésium, filtrée puis évaporée. Le
mélange obtenu est purifié par chromatographiesianne de silice en utilisant un mélange
d'éluant EtOH + 0,5% NiDH. Le composé est obtenu sous forme de cristaux avec un
rendement de 67% (2,93 g, 8,48 mmol).

Aspect : cristaux blanc

R¢ (AcOEt/acétone/eau/CHCOOH : 5/3/1/1) =0,56

T; = 80°C (litt**° Ty = 79-80°C)

IR (cm™) (KBr) : 3373 ¢+ seconds 2977 {n-+amidds 2929 {cspy+), 1685 fc.0), 1165 frc.n)
RMN 'H (CDCls) & en ppm :5,26 (br s, 1H, Kusoc); 4,90 (S, 1H, Rusoo); 3,19 (quad.,
J=6,0 Hz, 2H, H): 3,12 (quad., J=5,9 Hz, 2H 12,65 (t, J=6,6 Hz, 2H, }J; 2,60 (t, J=6,6
Hz, 2H, H); 1,65 (quint., J=6,6 Hz, 2H, ) 1,52 (quint., J=6,5 Hz, 2H,., [ 1,50 (quint.,
J=6,5 Hz, 2H, K); 1,44 (s, 18H, g, Boc)

RMN C (CDCls) 3 en ppm : 156,15 (Go); 156,05 (Go); 78,93 (Gicry); 49,45 (Gr);
47,75 (Gh,a); 40,45 (Ch); 39,25 (Cry); 29,89 (Chp); 28,45 (Ccriy)y)s 27,85 (Chp);
27,39 (Ghy)

10 Nagarajan, S.; Ganem, B.Org. Chem1985 50, 5725-5737.
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N*, N8 N*2tris-tert-butoxycarbonylspermine (9)

Ce composé est synthétisé selon la méthode démwite le produit8. En partant de
spermine (14,8 mmol, 1 éqg.) dans 50 mL de THF aréhet présence de 8,30 mL dgNEt
(59,3 mmol, 4 éq.) et de 10,95 g de Boc-ON (44,50mB €q.) en solution dans 40 mL de
THF anhydre. Aprés 18 heures de réaction, le coémmuhaité9 est obtenu avec un
rendement de 62% (4,64 g, 9,23 mmol).

Aspect : huile jaune pale
Rt (AcOEt/acétone/eau/CHCOOH : 5/3/1/1) =0,58
IR (Cm-l) (KBI’) . 3348 (/N_H Secondair}, 2976 (/N_H amidé, 2932 (/CSFB'H)’ 1693 (/C_O), 1520

(ve-0), 1172 §cn)

RMN *H (CDCl3) 8 en ppm :5,31 (s, 1H, Husoc); 5,11 (S, 1H, Whsoo); 3,24 (M, 2H, B);
3,20 (m, 2H, H); 3,14 (m, 2H, H); 3,10 (m, 2H, H); 2,66 (t, J=6,8 Hz, 2H, H; 2,60
(t, J=6,9 Hz, 2H, B); 1,65 (m, 4H, I¢ et Hy); 1,55 (m, 2H, i ou H); 1,46 (m, 2H, H ou
H,); 1,44 (s, 27H, Bi, god

RMN *°C (CDCl3) 8 en ppm : 156,13 (Go); 155,98 (Go); 155,44 (Go); 79,74 (Gichay).);
79,45 (GcHy): 78,93 (Gchy.,): 49,63 (G 47,71 (Ghyw); 46,80 (Ch); 43,93
(Cerie); 39,17 (Griyy); 37,45 (Griy); 29,96 (Grip OU Corpr); 29,25 (Grip OU Copp);
28,45 (G(chy),); 27,85 (Griyp OU Coniy); 26,45 (Criyp OU Coniy)
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N*-(4-phtalimidobutyl)- N* N&-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (10)

A température ambiante et sous agitation, dansbaifon (50 mL) surmonté d'un
réfrigérant, 1,1 g du compo$(3,22 mmol, 1 éq.) est dissous dans 24 mL dgQDHen
présence de 1,14 (4-bromobutyl)-phtalimide (4,03 mmol, 1,3 éq) et 2,24 g de KCO;
(16,1 mmol, 5 ég.). Le mélange est porté a refR6¢C) et la réaction est suivie par CCM
(CHCIs/MeOH : 94/6). Aprés 18 heures de réaction, |'auéite est évaporé puis le produit
est solubilisé dans 60 mL de gE,. La phase organique est lavée avec 100 mL d'une
solution saturée de NaHG@uis a I'eau (2x100 mL), séchée sur sulfate de gsgm, filtrée
puis évaporée. Le mélange obtenu est purifié paonchtographie sur colonne de silice
(CH.CIly/ MeOH : 98/2). Le produit désirg0 est isolé avec un rendement 90% (1,59 g,
2,90 mmol).

Aspect : huile jaune pale

Rt (CHCI3/MeOH : 94/6) =0,46

SM Haute Résolution : m/z =547,3496 [M+H]

IR (cm™) (KBr) : 3354 ¢nn secondaits 2975 ¢n- amidd, 2932 Gospyt), 1772 {c0), 1713

(ve.0), 1170 ¢cn)

RMN *H (CDCl3) & en ppm : 7,84 (dd, J=3,1 Hz et J=5,1 Hz, 2H; +); 7,71 (dd, J=3,1
Hz et J=5,1 Hz, 2H, k5 A); 5,34 (s, 1H, Whsoo); 4,91 (S, 1H, Whsoo); 3,70 (t, J=7,2 Hz, 2H,
Ha); 3,14 (m, 4H, H et H); 2,44 (m, 6H, H, H, et H); 1,71 (quint., J=7,2 Hz, 2H,4 1,63

(quint., J=7,2 Hz, 2H, k); 1,48 (m, 6H, i, H, et Hy); 1,44 (s, 18H, g, 8o0)

RMN '¥C (CDCls) & en ppm : 168,38 (Go); 156,08 (Go); 133,41 (Griz4 an); 132,14
(Cers an); 123,70 (Gu6 an); 79,46 (Gcy,); 78,74 (Gchy),); 53,64-53,27-52,25 (G,

Corpw €t Gonye); 4051 (Gr); 39,85 (Gry); 37,83 (Gry); 29,69 (Gry); 28,46
(Ceichyy); 26,89 (Ghip); 26,47 (Ghi); 24,45 (Gryp); 23,98 (G )
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N*-(4-phtalimidobutyl)- N* N8 N**tris- tert-butoxycarbonylspermine (11)

Les mémes méthodes de synthése et de purificgtienpour le produilO sont utilisées
pour cette réaction. Le compo&é est obtenu sous forme d'huile avec 91% de rendemen
(1,40 g, 1,98 mmol).

Aspect : huile jaune pale

Rt (CHCI3/MeOH : 93/7) =0,48

SM Haute Résolution : m/z =704,4592 [M+H]

IR (cm™) (KBr) : 3356 {n+ secondaits 2974 ¢n-t amidd, 2935 ospyt), 1771 {c0), 1711

(ve.o), 1171 Gcn)

RMN *H (CDCl3) & en ppm : 7,84 (dd, J=3,1 Hz et J=5,4 Hz, 2H; +); 7,71 (dd, J=3,1
Hz et J=5,4 Hz, 2H, k} A1); 5,40 (s, 1H, RuBoc); 4,91 (s, 1H, Rheoc); 3,70 (t, J=7,2 Hz, 2H,
Ha); 3,24 (m, 2H, KB ); 3,15 (m, 2H, K); 3,12 (m, 2H, K); 3,10 (m, 2H, K); 2,39 (m, 6H,

H., Ho et H); 1,68 (m, 4H, H et H); 1,59 (m, 2H, i); 1,48 (m, 6H, K, H, et Hy); 1,44

(s, 27H, Hi5 800

RMN *¥C (CDCls) 6 en ppm : 168,42 (Go); 156,04 (Go); 133,91 (Ghz4 ay); 132,14

(Cehies an); 123,20 (Crs an); 79,46 (Qchy),); 78,74 (Cchyy); 77,22 (CcHy)y); 53,74-

53,37-52,58 (G0 Corow €t CGona); 46,91 (Ch); 43,93 (Chjer); 43,13 (Chyy); 39,87

(Cctiy); 37,83 (Ghy); 28,47 (Gcry.); 28,39-28,27 (G €t Goniyo); 27,04-26,48-25,99-

24,33 (Gh.p, Cenpy Conpr €t Gony)
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N*-(4-aminobutyl)-N* N&-bis-tert-butoxycarbonylspermidine (12)

Dans un ballon (V=100 mL), surmonté d'un réfrigiret d'une garde a Ca(B,87 g du
composélo (7,08 mmol, 1€q.) sont dissous dans 40 mL d'uhgiso THF/EtOH (8/2) en
présence de 17,2 mL d'hydrazine monohydrate (0,86 59 €q.). La réaction est laissée
5 heures a 90°C puis 18 heures a 50°C et est uawi€CM (MeOH + 5% NKEDH). Aprés
24 heures de réaction, le solvant est évaporé ptdduit est solubilisé dans 100 mL de
CH.Cl,. La phase organique est traitée avec 150 mL dohgion de NaOH a 2%, lavée a
l'eau (3x100 mL), séchée sur sulfate de magnésApres évaporation, le produli2 est

obtenu sous forme d'huile avec un rendement de(@36 g, 5,90 mmol).

Aspect : huile jaune pale

Rr (MeOH + 5% NH4OH) = 0,42

SM Haute Résolution : m/z =417,3440 [M+H]

IR (cm™) (KBr) : 3347 ¢n-t second)s 2974 ¢n-H amidd, 2933 tcspyH), 1693 {c0), 1173 fcn)

RMN *H (CDCl3) 6 en ppm :5,53 (s, 1H, Wusod); 4,87 (S, 1H, Hheoo); 3,16 (m, 2H, H);
3,12 (m, 2H, H); 2,70 (t, J=6,4 Hz, 2H, b 2,44 (t, J=6,5 Hz, 2H, B); 2,38 (m, 4H, H et
Ha); 1,60 (quint., J=6,5 Hz 2H,H; 1,47 (m, 8H, g, H,, Hy et H); 1,44 (s, 18H, B, 800

RMN **C (CDClz) 8 en ppm : 156,05 (Go); 79,46 (Gics),); 78,76 (Gchy).); 53,88-53,64-
52,08 (CH,u Corye €t Gonya); 42,16 (Criys); 40,45 (Cry); 40,46 (Cha); 29,60 (Chyp);
28,46 (G(cry,); 27,99 (Giip); 26,72 (Gr); 24,42 (Grp); 24,32 (Griy)
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N*-(4-aminobutyl)-N* N2 N**tris- tert-butoxycarbonylspermine (13)

Ce composé est synthétisé selon la méthode d@atitele produitl2. En partant de 3,5 g
de11 (4,96 mmol)Je produitl3 est isolé avec un rendement de 82% (2,3 g, 4,00l)nm

Aspect : huile jaune pale

Rr (MeOH + 5% NH,4OH) = 0,42

SM Haute Résolution : m/z =574,4544 [M+H]

IR (cm™) (KBr) : 3353 ¢+ seconds 2974 ¢n-t amidd, 2932 {cspyH), 1693 §c.0), 1172 ()
RMN *H (CDCl3) 8 en ppm :5,32 (s, 1H, Kieoc); 4,83 (S, 1H, Kieoc); 3,24 (M, 2H, H);
3,16 (m, 2H, H); 3,14 (m, 2H, H); 3,10 (m, 2H, K); 2,70 (t, J=6,4 Hz, 2H, B; 2,44 (m,
2H, H,); 2,38 (m, 4H, Het Hy); 1,65 (m, 2H, i); 1,60 (quint., J=6,4 Hz, 2H,H; 1,50 (m,
4H, H, et H); 1,44 (s, 27H, B, e0d; 1,39 (M, 4H, et H)

RMN *°C (CDCls) & en ppm : 156,09 (Go); 79,46 (Gcry,); 78,76 (Gny,); 77,35
(Ccchyy)s 53,96-53,71 (€hyer Corijza)i 52,70 (Chja); 46,93 (Criy); 43,69 (Chjyer); 42,13
(Ccrya); 40,00 (Griy); 37,47 (Griy); 31,65-29,71-26,94-24,52-24,32 |Cp, Coriyp,

Cehprs Coroyr Corp et Gore); 28,49 (Ccry),)
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5,10,15,20-tétrakis-N*,N®-bis-tert-butoxycarbonylspermidine-(N*-(4-aminobuyl)-4-
amidophényl))-tétrabenzoporphyrine (14)

Dans un bicol (V=25 mL), sous argon, sous agitatéotempérature ambiante et a I'abri de
la lumiere, 11 mg du compos€(14,4 umol, 1 éq.) sont dissous dans 15 mL de DMF en
présence 10,3 mg de N,N'-dicyclocarbodiimide (DC&)umol, 4,4 éq.) et de 6,8 mg de 1-
hydroxybenzotriazole (HOBt) (50mol, 4,4 €q.). Aprés 10 minutes de réaction, oroduit
35 mg du compos#2 (87 umol, 6,0 €q.) et la réaction est suivie par CCM GIHHEtOH :

7/3 + 2% E4N). Aprés 18 heures de réaction, le DMF est évapous pression réduite et le
produit est solubilisé dans 30 mL de chloroforma.phase organique est lavée a I'eau (2x40
mL), séchée sur sulfate de magnésium, filtrée. sgr@aporation, le dicyclohexylurée, formé
lors de la réaction, est précipité dans l'acétatthyle puis filtré. Le mélange obtenu est
ensuite purifié par chromatographie sur plaqueparatives de gel de silice (CHCEtOH :

713 + 2% E4N). Le composéd4 est obtenu avec 39% de rendement (15 mgurag).

Aspect : poudre verte

R¢ (CHCIS/EtOH 7/3 + 1% Et3N) = 0,35

SM (MALDI) m/z = 2585,22 [M+H]

UV : hmax NM (£.10%) (CHCl3) : 467 (126,9); 603 (12,1); 648 (19,1); 699 (8,8)

RMN *H (CDCl3) & en ppm : 8,41 (m, 16H, H.3.4.5); 7,26 (S, 16H, b,2.53.4); 7,04 (s,
4H, Hyn); 5,32 (8, 4H, Huhsod); 4,85 (8, 4H, Huteoo); 3,75 (M, 8H, H); 3,70 (m, 8H, H);
3,62 (m, 8H, H); 3,15-3,23 (m, 24H, HH, et H,); 1,75-1,95 (m, 40H, K H., Hs, Hy et
Hy); 1,42 (M, 72, |h,0d); -1,1 (8, 2H, Hurinterne)
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5,10,15,20-tétrakis-{*,N® N*%tris- tert-butoxycarbonylspermine-(N*-(4-aminobuyl)-4-
amidophényl))-tétrabenzoporphyrine (15)

Les mémes méthodes de synthése et de purificgtierpour le composi4 sont utilisées
pour le composé5. En partant des mémes quantités de départ et pprigisation, on isole
le produitl5 avec un rendement de 58% (27 mg,18%l).

Aspect : poudre verte

Rt (CHCIS/EtOH 7/3 + 1% Et3N) = 0,34

SM (MALDI) m/z = 3217,86 [M+H]

UV : hmax NM (£.10%) (CHCl3) : 469 (173,8); 605 (10,8); 655 (21,6); 710 (9,2)

RMN *H (CDCls) & en ppm : 8,44 (m, 16H, H.3.4.5); 7,26 (S, 16H, b22.53.4); 7,19 (s,
4H, Hun); 5,29 (s, 12H, Rhgoc); 3,60-3,80 (m, 40H, H H;, H,, H, et H); 3,18-3,25 (m,
24H, H, H, et H,); 1,60-1,70 (m, 48H, K Hc, H;, H,, Hy et H,+); 1,43 (m, 108H, bk, soo);

‘1,1 (5, ZH, I"\IH interne)
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5,10,15,20-tétrakis-(spermidined{*-(4-aminobuyl)-4-amidophényl))-tétrabenzoporphyrine(16)

La PhTBP(spermidineBaog,s (14) (15 mg, 5,6umol) est mise en solution dans 5 mL d'un
mélange CHCI,/TFA 8/2. Le milieu réactionnel est agité a tempéma ambiante, a l'abri de
la lumiere pendant 3 heures. Apres évaporatiomddypt est mis en solution dans un mélange
MeOH/CH,CI, 7/3 et le milieu réactionnel est neutralisé avee tésine basique. Le produit
précipite et apres filtration sur fritté le compds® (8,8 mg, 4,9umol) est obtenu avec un
rendement quasi quantitatif.

Aspect : poudre verte

Rt (CHsCN/H,0 7/3 + 0,5% TFA) =0,46

SM (MALDI) m/z (théorique)= 1784,72

UV : Amax "M (£.10°%) (MeOH) : 462 (73,0); 594 (4,6); 639 (9,1); 696 (2,8)

RMN *H (CDsOD) & en ppm : 8,46 (m, 8H, H.5); 8,40 (m, 8H, H.,); 7,22 (s, 8H, ki);
7,12 (s, 8H, kk3); 3,50-3,0 (M, 24H, K H; et H,); 2,50-3,10 (m, 24H, HH, et H,); 1,18-
1,47 (m, 40H, B, H, Hg, Hy et H)
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5,10,15,20-tétrakis-(spermineN*-(4-aminobuyl)-4-amidophényl))-tétrabenzoporphyrine(17)

Les mémes méthodes de synthése et de purificgtierpour le composESs sont utilisées
pour le composéd7. En partant de quantités semblable de départ (28mgumol) et apres
purification, on isole le produit7 (15,7mg, 7,8umol) avec un rendement quasi quantitatif.

Aspect : poudre verte

R¢ (CH3CN/H,0O 7/3 + 0,5% TFA) =0,69

SM (MALDI) m/z (théorique)= 2012,13

UV : hmax NM (£.10%) (MeOH) : 462 (55,5); 592 (5,7); 639 (8,1); 697 (4,5)

RMN *'H (CDs0OD) & en ppm : 8,40-8,48 (m, 16H, Hz.4-5); 7,40 (s, 8H, H14); 7,19 (s,
8H, H»2.,3); 3,50-3,70 (m, 40H, H H;, Hy, H, et H); 2,50-3,10 (m, 24H, HH, et H,);
1,50-1,90 (m, 48H, K H., Hg, H,, Hy et H,")
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1-bromo-2,3,4,6-tétraO-acétyl-w-D-glucopyranose (18)

Le glucoseperacétylé (15 g, 38,4 mmol) est dissous dans 20 mhed5olution a 33%
d'HBr dans l'acide acétique a 4°C. La réactiona@ssée sous agitation pendant 4 heures puis
le mélange réactionnel est mis au réfrigérateurdgen 12 heures. L'excés d'acide
bromhydrique est chassé a 0°C par barbotage d'agend'une extraction par le GEl,

(50 mL) et l'eau bidistillée (100 mL), puis d'uneutralisation rapide avec une solution
saturée de NaHC{glacée (2x10 mL). Apres lavage de la phase organal'eau (2x100

mL), séchage sur sulfate de magnésium, filtratiagwvaporation du solvant, le produit brut est
recristallisé a deux reprises dans 25 mL d'étheopliopylique. On isole alors 12,9 g

(0,031 mmol, Rdt 82%) de 1-bromo-2,3,4,6-té&racétylu-D-glucopyranose.

Aspect : cristaux blanc

Rf (AcOEt/ éther de pétrole 2/1) =0,60

Te=88°C (“tt_Erreur I Signet non défini. T-=88-89°C)

[a]p=+196° (C=2, CHGQ)

RMN *H (CDCls) & en ppm : 6,61 (d, J=4,05, Hz 1H, § 5,56 (t, J=9,7 Hz, 1H, bt 5,15
(t, J=11,1 Hz, 1H, B); 4,84 (dd, J=4,0-9,90 Hz, 1H 14,31 (dd, J=3,1-12,4 Hz, 1Hgh
4,30 (ddd, J=1,9-4,1-10,3 Hz, 1Hs)H4,14 (dd, J=4,5-12,6 Hz, 1H4#)
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4-(2',3',4',6'-tétra-O-acétyl-#-D-glucopyranosyloxy)benzaldéhyde (19)

Par réaction de 15 g du compos&8)( (36,4 mmol, 1 ég.) avec 13,2 g de
4-hydroxybenzaldéhyde (108,7 mmol, 3 éq.), en présele 30 mL d'acétone et de 20 mL de
NaOH a 7%, on obtient apres 24 heures une soldtidaquelle on ajoute 400 mL d'eau
glacée. Apres une heure d'agitation, le précimiténé est réecupéré par filtration. Il est alors
recristallisé dans le mélange méthanol/eau (1/insiA6,6 g (14,6 mmol, rdt 40%) du

composél9 sont obtenu.

Aspect : cristaux blanc

Rf (AcOEt/ éther de pétrole 2/1) 0,31

TF = 144°C (litt™***TF=144-145°C)

SM (MALDI) m/z = 452,40 [M]

[a]p (C=0,5, CHCI3) =- 33,5°

RMN 'H (CDCI3) 6 en ppm : 9,90 (s, 1H, Huo); 7,85 (d, J=8,5 Hz, 2H, H); 7,10 (d,
J=8,5 Hz, 2H, Hg); 5,20-5,40 (M, 4H, H>3.4); 3,90 (ddd, J=10,0-5,6-2,6 Hz, 1H5};14,15
(dd, J=12,0-5,6 Hz, 1H, #); 4,27 (dd, J=12,0-2,6 Hz, 1Hk); 2,06 (s, 3H, H.); 2,05 (s,
6H, Hac); 2,03 (s, 3H, H.)
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5,10,15,20-tétrakis-[4-(2',3',4',6'-tétraO-acétyl-B-D-glucopyranosyloxy)-phényl]-
tétracyclohexénoporphyrine (20)

Le composé X9 (357 mg, 0,79 mmol, 1 éq.) est ajouté a une ®olutde
tétrahydroisoindole 2) (provenant de 150,9 mg du compdsg0,78 mmol, 1 éq.)déja
solubilisée dans 100 mL de @El,. Aprés environ 10 minutes d’agitation le 8,0
(23,5 pL, 0,11 mmol, 0,14 ég.) est additionné pargoutte-a-goutte au mélange, puis la
solution est agitée pendant 2 heures. Elle preedconleur rouge. Ensuite le DDQ (195 mg,
0,85 mmol, 1,1 éq) est additionné au mélange @awti, et la solution est laissée sous
agitation durant 1 heure. L'oxidation du porphygéne se traduit par un changement de
couleur allant du rouge au vert. Aprés plusieurades, comparables a la formation du
composeé3, et une purification sur colonne de gel de silisecaun gradient de solvant
(CH.CI/EtOH de 95/05 a 90/10), on obtient 155 mg du ca&g0o (70 umol, Rdt = 36%—
global : du compos# au compose0).

Aspect : poudre verte

Rt (CH,CI,/EtOH 95/05) =0,52

SM (MALDI) m/z = 2215,51 [M+H]

UV : hmax NM (£.10%) (CHCl3) : 476 (134,9); 578 (8,6); 632 (10,3); 691 (19,1)

RMN *H (CDCls) & en ppm :8,02 (d, J=8,28 Hz, 8H, +); 7,32 (d, J=8,40 Hz, 8H,4+);
5,25-5,50 (m, 16H, H, 34 ); 4,49 (dd, J=4,52-12,40 Hz, 4HgH); 4,34 (dd, J=1,56-12,16,
4H, Hswa); 4,28 (ddd, J=2,40-5,40-10,76, 4Hs'H 2,20 (M, 16H, k»4); 2,11 (s, 48H, K.);
1,25-1,7 (m, 16H, t4.23)
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5,10,15,20-tétrakis-[4-(2',3',4',6'-tétraO-acétyl-B-D-glucopyranosyloxy)-phényl]-
tétracyclohexénoporphyrine de zinc (21)

La tétracyclohexéenoporphyrine glucoacéthy) (155 mg, 7Qumol, 1 éq.) est solubilisée
dans 10 mL d’'un mélange de solvant (CHKaEOH) (9/1). Ensuite I'acétate de zinc (35 mg,
170 umol, 2,5 éq.) est ajouté a la solution. La réactiehagitée durant 1 heure et suivit par
contréle UV. Apres la métallation la solution chardg couleur passant du vert au rouge. La
phase organique est ensuite lavée a plusieurssespr(HO/AcCOHai0%) (1X10 mL),
H,O/NaHCQ100) (1x10 mL), et HO (1x10 mL)), puis séchée sur sulfate de magnésium,
filtrée, et le solvant évaporé. Une purificationr swolonne de silice (éluant: GEI, +
1% Eg&N) permet d’obtenir la tétracyclohexénoporphyrinétatiée par le zinc2() avec une
masse de 98 mg (48nol, Rdt = 62%).

Aspect : poudre verte

Rt (AcOEt/éther de pétrole/EgN 65/35/1) =0,69
UV : hmax NM (£.10%) (CHCI3) : 437; 566; 617; 671
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5,10,15,20-tétrakis-[4-(2',3',4',6'-tétraO-acétyl-B-D-glucopyranosyloxy)-phényl]-
tétrabenzoporphyrine de zinc (22)

La la tétracyclohexenoporphyrine métallée parite £21) (98 mg, 43umol, 1 éq.) est
solubilisée dans un grand volume de THF anhydre 360 mL) auquel le DDQ (156 mg,
688 umol, 16 éq.) est ajouté. Le mélange est portélax¢80°C) sous argon et a I'abri de la
lumiere pendant 1 heure. Aprés oxydation la satupasse de la couleur rouge a la couleur
verte. Une fois le mélange réactionnel revenu é&ature ambiante, le solvant est évapore
et le brut repris dans du GEl, (V = 20 mL) puis la phase organique est lavéeuaiplrs
reprises avec une solution dBVK,COs(10%) (2X25 mL) et d'HO (1x25 mL), séchée sur
sulfate de magnésium, filtrée et le solvant évamwés pression réduite. La masse brut
obtenue est de 92 mg. Une purification sur cologsteréalisée avec pour éluant un gradient
de solvant allant du Ci€l, au mélange CHCI/EtOH 70/30 + 1% EBN. Le dérivé
tétrabenzoporphyrinique métallé@2) est obtenu avec une masse de 36 mg Wibel,
Rdt% = 37).

Aspect : poudre verte

Rf (CH,CIy/EtOH 9/1 sur alumine) =0,81
UV : hmax NM (.10°) (CH2CI,/EtOH 90/10) : 464; 609; 653, 720
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5,10,15,20-tétrakis-[4-(2',3',4',6'-tétraO-acétyl-B-D-glucopyranosyloxy)-phényl]-
tétrabenzoporphyrine (23)

Le dérivé tétrabenzoporphyrinique métallée pairle 22) (36 mg, 16umol) est solubilisé
dans 50 mL de C¥l, puis 10 mL d’HCI (10M) sont ajoutés a la solutiba. solution prend
une couleur bordeaux. Apres une agitation de koddr 2 a 3 minutes, la phase organique est
récupérée et lavée a plusieurs reprises a I'egu s par une solution agueuse de carbonate
de potassium saturée et enfin neutralisé par urigtdavage a I'eau. Le tétrabenzoporphyrine
glucoacétylé Z3) (26,7 mg; 12umol), est obtenu apres purification sur plagueparatives
(CH.CI,/MeOH 92/08) avec un rendement de 76%.

Aspect : poudre verte

Rt (CH,CI,/EtOH 97/03) =0,50

SM (MALDI) m/z = 2198,66 [M+H]

UV : Amax M (£.10°) (CHCI5) : 466 (313,6); 591 (22,1); 642 (42,0); 697 (17,4)

RMN *H (CDCIs) & en ppm : 8,28 (d, J=8,4 Hz, 8H, H); 7,50 (d, J=8,4 Hz, 8H, Hs);
7,30 (m, 16H, HLy2,3,4); 5,50 (M, 12H, K3 ); 5,32 (t, J=9,6 Hz, 4H, H); 4,46 (dd,
J=5,2-12,3 Hz, 4H, k); 4,29 (dd, J=2,0-12,3 Hz, 4HH); 4,06 (ddd, J=2,2-5,2-9,7 Hz,
4H, Hs); 2,17 (s, 48H, K); -1,18 (g, 2H, Hy)
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5,10,15,20-tétrakis-[4-B-D-glucopyranosyloxyphényl)]-tétrabenzoporphyrine (23

Dans un ballon (V=5 mL), 30 mg du composé ac&gl€13,6 umol, 1 éq.) sont solubisés
dans dans 5 mL d'un mélange de,CH et de MeOH (80/20) avec 0,85 mL de solution de
méthylate de sodium (Qybdans le MeOH) (43@mol, 32 €q.) jusqu'a précipitation du produit
désiré. Apres purification sur plaques de silidegpt CHCYEtOH 9/1), le compos@4 est
isolé avec un rendement de 86% (17,8 mg, iinal).

Aspect : poudre verte

Rr (MeOH + 1% EtsN) =0,51

SM (MALDI) m/z = 1527,0 [M+H]

UV : Amax M (£.10°%) (MeOH) : 470 (299,6); 588 (23,3); 629 (35,2); 697 (14,7)

RMN 'H (CD3;0D) & en ppm :8,33 (m, 8H, H.5); 7,95 (m, 8H, Hs); 7,1-7,3 (m, 16H,
H152.3.54); 4,69 (M, 4H, H); 4,4-4,6 (M, 20H, b3 4-cam 60 ); 4,32 (M, 4H, H)
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Tert-butyl- N-(2-[2-(2-aminoéthoxy)éthoxy]éthyl)-carbamate (25)

(0]
2 (@) d S NH/|\O
HzN/\b/ \/\O/\f/
c

Sous argon, la 2,2'-(éthylenedioXyis-(éthylamine) (5 mL, 34,2 mmol, 1éq.) est
additionnée a du Ci€l, fraichement distillé (35 mL), puis par un gouttgeautte du Boc-ON
(848 mg, 3,42 mmol, 0,1 éq.) préalablement diluésddu CHCI, est additionnée a la
solution. Aprés 36 heures de réaction a tempéranrkiante le solvant est évaporé sous
pression réduite. Une huile jaune est obtenue sfuaenouveau solubilisée dans 30 mL de
CHCl,, puis la phase organique est lavée a plusieurssespa I'eau, séchée sur sulfate de
magnésium , filtrée et le solvant évaporé. Enfire yurification sur mini-colonne est
effectuée avec pour éluant le @Hb. Le produit final 25) est obtenu avec une masse de
758 mg (3,05 mmol, Rdt% =89).

Aspect : huile jaune

Rt (AcOEt/EtOH/H ,0 6/3/1) =0,39

RMN *H (CDCl3) & en ppm :5,18 (s, 1H, H); 3,51-3,63 (m, 8H, kk.q.9; 3,31 (dt, J=5,1
Hz, 2H, H); 2,88 (t, J=4,9 Hz, 2H, §1 1,45 (s, 9H, W, oo)
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5,10,15,20-tétrakis-(44ert-butyl- N-(2-[2-(2-aminoéthoxy)éthoxy]éthyl)-carbamate]-
amidophényl)-tétrabenzoporphyrine (26)

Dans un bicol (V = 25 mL), sous argon et a tempéea ambiante 30 mg de
PhTBP(CGH)4 (7) (1 €g., 32umol) sont solubilisés dans 2 mL de DMF en présalec@7
mg de DCC (13Lumol, 4,4 éq.) et de 18 mg de HOBt (1330l, 4,4€q.). Apres 10 minutes
d'agitation, 33 mg de compo28 (133umol, 4,4 éq.) sont introduit et la réaction esvispar
CCM. Une purification sur plaques préparatives itleesest réalisée afin d'obtenir 46,2 mg
(24 umol, rdt% = 85) du produit désir2q).

Aspect :poudre verte

R (CHCI/EtOH, 7/3 + 1%Et:N) = 0,32

SM (MALDI) m/z = 1912,30 [M+H]

UV : hmax NM (£.10°%) (CHClI5) : 469 (151,1); 596 (10,0); 646 (22,4); 703 (8,8)

RMN H (CDCls) & en ppm :8,47 (d, J=7,00 Hz, 8H,4%); 8,33 (d, J=6,96 Hz, 8H,4%);
7,20 (s, 8H, Hi»4); 7,13 (s, 8H, kb.,3); 6,54 (s, 4H, Wy); 5,04 (s, 4H, Ky); 3,88 (M, 16H,
He.); 3,76 (m, 16H, 1He); 3,62 (M, 8H, H); 3,36 (M, 8H, K); 1,39 (s, 36H, b, 50d; -1,09

(Sey 2Ha I"\IH interne)
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5,10,15,20-tétrakis-(44N-(2-[2-(2-aminoéthoxy)éthoxy]éthyl)-carbamate]-amidphényl)-
tétrabenzoporphyrine (27)

Dans un ballon (V = 100 mL) surmonté d'une gardshlarure de calcium, 46,2 mg du
produit protégé 26) (24 pumol) sont introduits puis solubilisés dans 30 mL rdélange
CHCI3/TFA (80/20). La réaction est agitée durant 3 hewreempérature ambiante. Aprés
évaporation du solvant, le brut est repris dansmimmum de MeOH puis le composé désiré
est précipité par addition d'éther de pétrole. Apfatration, la tétrabenzoporphyrine

déprotégée??) est obtenue avec une masse de 33,3 mgr{zR) soit un rendement de 92%.

Aspect : poudre verte

Rt (CHsCN/H0, 7/3 + 1% TFA) =0,69

SM (MALDI) m/z = 1510,86 [M+H]

UV : hmax NM (£.10%) (MeOH) : 469 (131,9); 595 (5,3); 645 (16,0); 700 (3,8)

RMN *H (CDOD) & en ppm :8,46 (d, J=7,92 Hz, 8H,44); 8,33 (d, J=7,88 Hz, 8H, +});
7,25 (M, 20H, K234 et Hyy); 3,82-3,90 (m, 16H, Hy); 3,65-3,82 (m, 24H, Hy, J; 3,55-
3,65 (m, 8H, H); 2,91 (s, 8H, Hun,); -1,09 (8, 2H, Hun interne)
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5,10,15,20-tétrakis-[4-(3,4,6-tri©-acétyl-w-D-glucopyranosyloxyméthylcarbonyl-N-(2-[2-(2-
aminoéthoxy)éthoxy]éthyl)])-carboxyphényl]-tétraberzoporphyrine (28)

Dans un ballon (V= 100 mL) surmonté d'une gardehlarure de calcium, on introduit
33,3 mg du compos@7 (22 umol, 1 €q.), 40,4 mg (11@mol, 5,3éq.) de laj-lactone
triacétylée et 42 mg de DMAP (34¢nol, 16 éq.), le tout solubilisé dans 30 mL de CHCé
mélange réactionnel laissé sous agitation a terpérambiante et a l'abri de la lumiere
pendant 2 semaines. Une purification sur plaquesiiee (CHCEEtOH 85/15) permet
d'obtenir la tétrabenzoporphyrine gluco-acéty2® @vec une masse de 22 mg (Jdréol)

soit un rendement de 28%.

Aspect : poudre verte

Rt (CHCI5/EtOH 9/1) =0,51

SM (MALDI) m/z = 2896,55 [M+H]

UV : Amax NM (£.10°) (CHCI5) : 469 (230,8); 596 (11,5); 648 (30,2); 701 (9,2)

RMN *H & (CDCl3) en ppm :8,47 (d, J=7,92 Hz, 8H, 4%+); 8,34 (d, J=7,96 Hz, 8H,4%);

8,00 (m, 4H, Ky); 7,47 (m, 4H, Hy); 7,19 (m, 8H, Hi,4); 7,11 (m, 8H, H..3); 5,39
(t, J=9,64 Hz, 4H, H); 5,03 (t, J=9,76 Hz, 4H, }); 4,91 (d, J=3,52 Hz, 4H, H); 4,17-4,28

yyyyy

(s, 12H, Ho); 2,03 (s, 12H, K); 1,99 (s, 12H, K.); -1,07 (s, 2H, Hu)
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5,10,15,20-tétrakis-[4-¢-D-glucopyranosyloxymeéthylcarbonyl-N-(2-[2-(2-
aminoéthoxy)éthoxy]éthyl)])-carboxyphényl]-tétraberzoporphyrine (29)

Dans un ballon (V =5 mL), 22 mg du composé aé&gl(76 umol, 1 éq.) sont solubisés
dans dans 2 mL d'un mélange de,CH et de MeOH (80/20) avec 0,35 mL de solution de
méthylate de sodium (Qybdans le MeOH) (18@mol, 24 €q.) jusqu'a précipitation du produit
désiré (30 min). Apres purification sur plaque tiees (éluant CHGJ/EtOH 9/1), le composé
29 est isolé avec un rendement de 82% (18 mguG@).

Aspect : poudre verte

R¢ (MeOH) =0,75 (phase inverse)

SM (MALDI) m/z = 2392,67 [M+H]

UV : Amax NM (£.10°%) (MeOH) : 464 (99,7); 652 (12,2); 698 (1,7)

RMN *H (CDsOD) & en ppm : 8,30 (g, 16H, H.3.5.6); 6,80-7,30 (M, 24H, K234 et

vvvvv

Hpo €t H3 gm0 )
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Synthese dela d-lactone triacétylée

1 Lesaccharose, I'isomaltulose et le tréhalulose

Rappelons que l'isomaltulose et le tréhalulose desatsucres peu répandus dans la nature
puisqu'ils se trouvent uniqguement en tres faiblesnttés dans le miel (inférieurs a 5% en
masse}® Ce sont deux glucosyl-fructosides qui sont facd#atmaccessibles par voies
biochimiques a partir du saccharose. L'isomaltuleisée tréhalulose sont des isomeres de
structure du saccharose et sont donc composés molkéeule de glucose liée par son atome
de carbone C-1 a un atome de carbone d'une moldeuleictose, par l'intermédiaire d'une
liaison osidique de type. Ainsi l'isomaltulose et le tréhalulose se différgpar la forme
cycligue du fructose. La figure annexe 1 permetcdmparer les structures chimiques de

lisomaltulose et du tréhalulose a celle du saad®ar L'isomaltulose et le tréhalulose

contrairement au saccharose possedent une extréualitétrice.

OH

HO 0 OH
Ho o saccharose
on | HO on [S-p-fructofuranosyla-p-glucopyranoside
OH OH
HO O
HO isomaltulose

oH o/\@& 6-O-a-D-glucopyranosyb-fructofuranose
OH

OH

OH

OH

OH

0
HO
o) HO 0
HO ——
HO
oH oH
OH

© : tréhalulose OH
1-O-a-p-glucopyranosyb-fructopyranose 1-O-a-p-glucopyranosyb-fructofuranose
(Forme pyranose) (Forme furanose)

Figure annexe 1 : Structure du saccharose, dembiiolose et du tréhalulose

18IN. H. Low, P. Sporns]. Food Sci.1988 53, 558-561.
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L'isomaltulose est obtenu industriellement par iw@rsion du saccharose en utilisant les
cellules immobilisées d@rotaminobacter rubrumde Serratia plymuthicaou de Erwinia
rhapontici (Figure annexe Zf? Il est commercialisé sous le nom de Palatifiost de
Lylose® et peut étre utilisé principalement comme matigremiére pour la préparation
industrielle de l'isomalt (Palatiff}t, un édulcorant acariogéne a faible calories en bbmme

substitue au saccharose dans certaines préparalioentaires.

HO

OH
HO 0
_ o OH
o Protaminobacter | HO 0 HO
rubrun HO .
HO —_—
9 o E
! OH
"\
0 —~H—0
/

saccharose

isomaltulose

Figure annexe 2 : Mécanisme pour la conversioradatmrose en isomaltulose par voie enzymatique

Quant au tréhalulose, il est obtenu par l'utilatide micro-organismes tels que

' Agrobacterium radiobacteou lePseudomonas mesoacidophiigure annexe 3f*

HO

OH
- o OH
HO o OH Agrobacterium HO [¢)
o) h
radiobacter HO. . HO o]
HO ———
o 7 : ? (o H Ho.
H OH

OH H OH
H N =
N —~H—0 o h—o
/ H
H 7 - z
tréhalulose
saccharose

OoH
oH
HO 0
o
HO.
U OH
on o

Figure annexe 3 : Mécanisme pour la conversioradatsmrose en tréhalulose par voie enzymatique

1623, CheethanMethods in enzymology987, 136, 432-454.

13\, Lichtenthaler, P. Pokinskyj, S. Imm&lickerind.,1996 121, 174-190.

184y, Nagai-Miyata, K. Tsuyuki, T. Sugitani, T. Ebashi, Nakajima;Biosci. Biotech. Biochem993 57, 2049-
2053.
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2 Le carboxyméthyl a-D-glucopyranoside (a-CMG)

L'oxydation par le systeme peroxyde d'hydrogenmimegstate de sodium (B,/Na,WOy,)
dans des conditions dures (pH 2, 90°C) de deuxclisaides réducteurs, l'isomaltulose et le
tréhalulose, conduit au méme produit de réactiencdrboxyméthylu-b-glucopyranoside
(a-CMG) (Figure annexe 4). Ces deux disaccharide$ spreffet connus pour avoir une
meilleure stabilité aux conditions acides que leckarose. De plus, la présence d'un centre
anomérique dans ces composés leur confere ausséacivité supplémentaire vis-a-vis du
peroxyde d'hydrogene. Et notons que les ions tatgygavorisent le clivage oxydatif des
fonctions glycol lorsqu'ils sont utilisés avec Ergxyde d'hydrogént® et que cette réaction a

pour avantage d'étre stéréo-spécifique.

OH

. OH
isomaltulose H,0, (exces), Nawo,

HO

pH 2, 80°C

OH O/\‘(OH(ONa)

ou
OH
OH
HO 0 o a-CMG ©
HO. i
on oH carboxyméthyle a-p-glucopyranoside
¢}
OH
OH

tréhalulose

Figure annexe 4 : Obtention deCMG par oxydation de l'isomaltulose et du tréhzdel

3 Lao-lactone triacétylée

La &-lactone triacétyl€®® est issue de l'acétylation des fonctions hydroxgie sel de
sodium du o-CMG dans un exces d’anhydride acétique en préseteepyridine

(Figure annexe 5).

185 @) C. Venturello, M. RicciJ. Org. Chem.1986 51, 1599-1602. b) M. Floor, K. M. Schenk, A. P. G
Kieboom, H. Van BekkumStarch/Starke]989 41, 303-309.
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OH OAc

HO o} Ac,O/Pyridine

—_— >

80% o

OH O/\(OH(ONa) \A
I /

odlactone triacétylée

Figure annexe 5 : Préparation d'dAlactone triacétylée par acétylation ¢thCtMG
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Résumeé
Benzoporphyrines polyaminées et glycosylées. Sgethét tests biologiques.

Ce travail porte sur la synthése multi-étapes,al@aatérisation et I'évaluation biologique de
nouveaux photosensibilisateurs vectorisés concusr pme utilisation potentielle en
photothérapie dynamique des cancers. Nous avobhsrélplusieurs tétrabenzoporphyrines
symétriques substituées par quatre polyamines atrequnolécules de glucose, dans le but
d’augmenter leur sélectivité pour les cellules éaneases. Ces dérivés de benzoporphyrines
ont été obtenus suivant deux approches distinadiasi, la fixation des vecteurs (spermidine,
sperminea-D-glucose oys-D-glucose) a été effectuée soit en fin de synthdisectement sur

le précurseur macrocyclique, soit dans la phasilimi sur le synthon aldéhydique. Tous les
produits finaux obtenus ont révélé leur aptituge@duire de I'oxygene singulet en présence
de lumiére visible ; finalement, des tests de Viigbcellulaire ont été réalisés) vitro, sur
deux lignées cancéreuses humaines (MCF-7 et HaCaT).

Abstract
Polyaminated and glycosylated benzoporphyrins.t&gis and biological tests.

This work reports the multi-step synthesis, chanazation and biological evaluation of new
vectorized photosensitizers designed for their i@k use in phototherapy of cancers. This
series of molecules consisted in symmetrical teinabporphyrins to which four glucosyl or
polyamine units have been attached in order toeas® their selectivity for cancer cells.
These benzoporphyrin derivatives were obtainedutiindwo distinct approaches: attachment
of the vectors (spermidine, spermiien-glucose o3-D-glucose) has been carried out either
at the very end of synthesis, on the macrocyclecyrsor, or during the initial step, on the
aldehydic synthon. All of these final products hareved their ability to produce singlet
oxygen in the presence of visible light, and tledfects on cell viability have been testéd,
vitro, on two human cancer cell lines (MCF-7 and HaCaT).

Mots clefs

tetrabenzoporphyrine, polyamine, spermine, spemaidiglucose, photothérapie dynamique
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