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La chance n'existe pas. Ce que vous appelez chance, c'est
essentiellement 'attention que certains accordent aux détails les plus infimes.
(Sir Winston Churchill)

‘Es felibre aquéu que, de quete biais que siegue, eisalto la Patrio prouvencgalo.’
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0. INTRODUCTION

Le savant n'est pas I'homme qui fournit les vraies réponses,
c'est celui qui pose les vraies questions.
(C. Lévi-Strauss)






A partir de I'oxygéne moléculaire,(divers radicaux (©°, HOO®, HO® ...) peuvent étre
formésin vivol. En situation physiologique normale la concentration de ces especes est contrblée
par divers enzymes (SOD, catalases, peroxydase®t antioxydantsendogenes (ascorbate,
vitamine E, acide urique ...). Si I'équilibre entre les especes prooxydantes (radicaux oxygenés,
H.,O, ...) et les espéces antioxydantes est ronguuse trouve dans urgtuation de "stress
oxydatif" qui peut occasionner ou aggraver une pathologie. Chez les mammiferes, la surproduction

de superoxyde par les macrophages est une étape clé dans le processus de phagopgoset
I'élimination de corps étrangers (bactéries, particules diverses ...).

De nombreux laboratoires s'intéressent a I'étude de la caractérisation et du réle des radicaux
libres oxygénés dans divers processus biologiquededtmiquede choix pour I'étude des

radicaux libres est la Résonance Paramagnétique Electronique (R.P.E.). Or, de par leu? structure
et leur trés courte durée de 3ides radicauxcentrés sur l'oxygéne ne sont paétectables
directement en RPE. Pour leur mise en évidence disgiin vitro qu'in vivo on utilise la
méthodede piégeagede spin ou spin-trappifigdont le principe est schématiséci-dessous :
(Schéma 0-1)

R+ P > (PR)"
Radical libre Piege Adduit de spin
instable diamagnétique persistant

Schéma 0-1 Principe du spin-trapping

La détection par RPE de I'addumR)® est facile, I'analyse de son spectre RPE permet alors
d'obtenir des informations sur le radical piedélRexiste deux classes principales de piéges : les

nitrones et les dérivés nitroso. C'est la nature du radfcédRinformations désirées et le milieu
utilisé qui déterminent le choix du piege.

Actuellement c'est le 2,2-diméthyl-3,4-dihydrb-pyrrole-1-oxyde (DMPO)L qui est le

piége le plus utilisé pour le piégeage de spin, mais la DMPO présente plusieurs inconvénients :

- Sa faible liposolubilité limite les mesures au milieu extra-cellulaire.

- La vitesse de piégeage du superoxyde est faible (1M a pH 7,8), de plus I'adduit
formé est peu persistant {t= 50 sa pH 7,4 a 257Ct,,, =60sapH 79.

- Dans les conditions physiologiques (température, pH), la DMPO en solution agueuse n'est
pas stable et donne des traces de radicaux nitroxyde qui génent l'interprétation des spectres
RPB.7.9-13

- L'adduit DMPO-OOH se décomposeapidementen adduitDMPO-OH ce qui peut
entrainer des confusions sur la nature des radicaux piEhés
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- La réactionde la DMPO avec des nucléophiles, suivie de l'oxydation a l'air de
I'nydroxylamine formée peut conduire a des nitroxydes. En particulier I'attaque de lI'eau

catalysée par les ions ferriques conduit a I'adduit DMPO-0OH?2

La recherche de nouvelles nitrones, plus performantes que la DMPO pour le piégeage de spin
dans les milieux biologiques, a été entreprise par plusieurs égBlijpeslaboratoire SREP a mis
au point la synthése du2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-3,4-dihydrdi2pyrrole-1-oxyde
(DEPMPOQO)2 qui s'estaveéré souscertainsaspects plugperformantque laDMPO : absence
d'addition nucléophile de I'eau dans des conditions physiologiques et surtout une stabilité accrue
de I'adduit superoxyde (jusqu'a 20 fois plus stable a pH58)On a constaté aussi une légere

augmentation de la lipophilie, ainsi que la non transformation de I'adduit superoxyde en adduit
hydroxyle.

O
\/O\II:I’
U4
S o
N N

|- I -
O

O
DMPO1 DEPMPO2
2,2-diméthyl-3,4-dihydro- 2-diéthoxyphosphoryl-2-
2H-pyrrole-1-oxyde méthyl-3,4-dihydro-Rpyrrole-1-oxyde

Afin de mieux cerner l'importance des effedfectroniqueset stériques du groupe
-P(O)(OEt) sur les performances de la DEPMPO, notre travail de thése a consisté a préparer les
nitrones ci-dessous et a étudier leurs performances dans le piégeage du superoxyde et d'autres
types de radicaux.

(EtO),(O)P (EtO),(O)P.

' (Et0),(0P” N

O o
Espaceur ou ESP DPBO4
2-(diéthoxyphosphorylméthyl)-2- 2,2-bisdiéthoxyphosphoryl-3,4-

meéthyl-3,4-dihydro-B-pyrrole-1-oxyde dihydro4a-pyrrole-1-oxyde
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P(O)(OEY),
(EtO),(O)P.
+ ./ +/
"\ h
o o
DOP-PD5 DEPMPO-PIb

2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-5-

2,2-diméthyl-4-diéthoxyphosphoryl-3,4-
phényl-3,4-dihydra-2pyrrole-1-oxyde

dihydro-AH-pyrrole-1-oxyde

EtO,C
+ 2
N

I-
@)

EMPO7
2-éthoxycarbonyl-2-méthyl-3,4-
dihydro-H-pyrrole-1-oxyde
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1. LES RADICAUX CENTRES SUR
L'OXYGENE

Si les noms sont incorrects le langage ne
sera pas en accord avec la vérité des choses.
(Confucius)
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1.1.INTRODUCTION

L'oxygene peut étre considéré comme un biradical, toutefois, compte tenu de la régle de
conservation de spin total au cours d'une rédgtemréactivité reste faible. Cependant, aussi bien
in vitro quin vivo l'oxygéne peut étre facilement réduit et plusieurs especes trés réactives peuvent

se former au cours de ce processus de rédédciofschéma 1-1)

- - +e - = ~ +H+
- > 10-0 =| ¢ — | I
0-0 - - O pK : 4,8 H—0—-0
radical anion radical
superoxyde hydroperoxyle
+e
\
. +H* +H* -
H,O + HO| + M D" < H—0—0-H =—== H—-0-0
M pK : 11,8
radical
hydroxyle

Schéma 1-1: Réduction de I'oxygene
en eau par étape monoélectronique

Le radical hydroxyle et le peroxyded'’hydrogéne sont des oxydants puissants
(E°H,0,/ H,0O=135VapH%5;E°HC/-OH = 1,77 V a pH 9), alors que le superoxyde
est un bon réducteur (E°%,Q,/ 0, =-0,16 V a pH %), un oxydant doux (E° & / H,0, =

0,94 V a pH ?), mais peut initier lui aussi une réaction en chaibme production anormale de
radicaux oxygénés et de peroxyde d'hydrogene a été établie dans dpteysiepathologies :

processusinflammatoire, lésions de I'ADN-12, syndrome li¢ a lischémie-reperfusion
(myocardiqué3-16, cérébralé, intestinalé4, rénalé’, etc...), vieilissement cellulaire8,

cancers®.20, arthrite rhumatisma#é, ... . Toutefois lacontribution des radicaux oxygénés a
I'étiologie de ces physiopathologies est encore mal connue. On retrouve les radicaux oxygénés non
seulement dans le regne aninmhis aussi dans le regnweégétalnotammentdans I'hévéa en

réponse aux saignées pratiquées pour leZatex
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Les radicaux oxygéneés ont en général une trés grande réactivité, ce qui leur coefére
durée de vie trés bréve (Tableau 1-1) dans les tissus ou les milieux biologiques.

Temps de Concentration R&f.

Radicaux
demi-vie /s en Linoleate
HO 10° M 23
RO 10° 100 mM 23
ROC 7 1 mM 23
o, Voir note® 23

Tableau 1-1: Temps de demi-vie calculé
de divers radicaux oxygénés (37 °C).

Les espécesadicalairespeuvent étrectudiéesa l'aide dedifférentes techniquesparmi
lesquelles la Résonance Paramagnétique Electronique (R. P. E.) qui est la seule méthode directe.

La limite de détection pratique est de®1d (détection théorique 10M)25.26. || faut donc que

dans les milieux biologiques étudiés, les radicaux soient en concentration supérieure & ce seuil
En raison de leur grande réactivité (voir Tablela), les radicauxlibres d'intérétbiologique
n'atteignentjamais cette concentration,ce qui rend leudétectiondirecte dans les conditions

physiologiques impossible par RPE

Dans cechapitre d'introduction, nous examineronsbrievement,concernanties radicaux
libres centrés sur I'oxygéne :

* les principaux modes de production cellulaire

* les principales méthodes de détection aussi bien indirectes que directes (RPE)

2 Le temps de demi-vie du superoxyde ne peut étre calculé tant que les concentrations en superoxyde dismutases
(SOD) et tous les substrats réactifs ne sont pas connus. Cependant le temps de demi-vie dans I'environnement
cellulaire dans I'eau doit étre trés faible, trop faible pour permettre une diffusion sur une grande distance. Mais le

temps de demi-vie du radical hydroperoxyle (HO#2ins les milieux organiques ou lipophiles peut étre plugfong
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1.2.RADICAUX LIBRES CENTRES SUR
L'OXYGENE

1.2.1Voies de production en milieu biologique

Les radicaux libres sont présents dans les cellules, notamment lors de la biosynthése (par
exemple synthese de prostaglanéfiheu de la dégradatiéhnormale de molécules bioactives.

1.2.1.1La chaine respiratoire mitochondriale

La cytochrome oxydase (enzyme terminale de la chaine respiratoire mitochondriale) catalyse,
au cours de la respiration cellulaire, la métabolisation de I'oxygéne en eau. Ce processus est couplé
a la productiond'ATP. Cette voie, qui concerneplus de 90 % de l'oxygene ribere pas
d'intermédiaires radicalaires, ceux-ci restant treés liés au site actif de la cytochrome ‘oxiydase
existe cependant une autre voie procédant par réduction monoélectronique, représentant 5 % du
métabolisme de l'oxygeffe(Schéma 1-1).

La durée de vie de ces radicaux est en général tres faible (Voir Tableau 1-1). Le radical anion
superoxyde peut se dismuter spontanément (Schémai-Ztreéliminé par une superoxyde
dismutase (SOD) (Schéma 23}.

- - ky
O, t+ 0, * 2H" —> H,0,* O, 1)
kg <0,2M1lst
"+ A+ MY 2 + 2
HOO * O, H* —> H,0,+ 0, (2)

ko #8.10' M 151

. . ks
HOO + HOO —> H,0,t 0O, 3)

ks #8.10° M 15t

Schéma 1-2 Dismutation du radical
anion superoxyde
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- ksob
20, *+ 2H" > H,0,+ 0, (4)
ksop #2.10° M1s?

Schéma 1-3 Dismutation du radical anion
superoxyde catalysée par la SOD

La dismutation du radical anion superoxyde, bilan degtactions (1), (2), (3) est
généralement représentée (par abus de langage) par I'équation (1). On note que les réactions (1),

(2) et (3) ont des constantes de vitesse trés difféRéntesréaction de dismutation spontanée est
plus rapide a pH acide(k 5.16 M*.s*apH 7 ; k# 10 M*.s' a pH 182) : & pH acide, c'est
la forme HOO qui prédomine, alors qu'a pH basique c'est la forg® Oa faible réactivité a pH

basique peut étrattribuéea la répulsionélectrostatiqueentre les anions superoxydes.es
superoxyde dismutases (SOD) qoatalysentla réaction de dismutation du superoxyde
(ko = 3.10 M*.s* a pH 7,8) seront présentées au paragraphe a de la page 24.

Le peroxyded'hydrogéneformé lors de ladismutation du superoxyde ser&liminé
naturellement de la cellule par voie enzymatique (catalases et peroxyddaeski, pour des
raisons pathologiques, ce peroxyde d'hydrogéne ne peut étre éliminé, son exces peut entrainer la
formation de radical hydroxyle (HPqui est l'intermédiairele plus réactif et le plus toxique
(Schéma 1-# . Dans la méme publication, Sla&éreporte toutedes réactionspossibles des

radicaux, et indique d'autres radicaux induisant des pathologieg,(CQOL

Il existe deux réactions pouvant induire la formation dé.HEDes sont représentées dans le
Schéma 1-4.

H,0, + O3 » 0, +HO + HO (5)

> Fe3*+ HO + HO" (6)

H,0, + Fe®

Schéma 1-4 Réaction de formation
du radical hydroxyle

La réaction (5) est connue sous le nom de réaction d'Haber3%/&#e peut étre catalysée

par des ionsmétalliqueslibres ou complexés(par exempleFe**, C1f)1.7.15.30 En réalité la
réaction (5) est la somme de deux étapes (Schéma 1-5). La réaction d'haber-Weiss (5) est trop

lente (k< 0,13 M*.s") pour étre prise en considération en 'absence de catélyseur
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Fe®* + 0} - 0, + Fe?' (7)
1,0, + P —— RO v HOT (O g
. Catalyse . . Cycle d'
H,O, + oy mlliquz O, +HO + HO (5) Haber-Weiss
(Fe3t, ...)

Schéma 1-5 Cycle d'Haber-Weiss

1.2.1.2Sources de production in vivo du radical anion
superoxyde : réle de la xanthine oxydase (XO) et
de la NADPH oxydase

Bien gue la xanthine oxydase (XO) soit fréquemment utilisée comme source de superoxyde
dans lesexpériencesin vitro, dans les tissus normaux l'activité d'oxydation est due
essentiellementa une enzyme déshydrogénase (XD). Celle-ccomme la XO, oxyde
I'nypoxanthine et laxanthine en acide urique. Contrairementa la XO qui fonctionne avec
l'oxygene moléculaire, la XD transfére lesélectronssur NAD (Nicotinamide - Adénine
dinucléotidej2 (Schéma 1-6).

o] o]
H- N H- N
N XD N
N | +H,0+NADr —2— )\ | >+ n* + naDH
NS
NT N 07 N7 N
H 4y H
(Hypoxanthine) (Xanthine) (8)
8 o 9
/H
)\ | >=O <NAI;S'DH o]
0 N "2
4 H
(Acide urique)
10

Schéma 1-6: Fonctionnement de cellule normale

Dans les tissus normaux, 90 % de l'activité est due &.XQuand lescellules sont
détruites, la déshydrogénase (enzyme) est convertie en I'enzyme oxydase (XO) par oxydation de

groupe SH essentiel ou par une protéolyse limitée (pacdiEsum protéasedf.32 La source



21

majeure de superoxyde dans les tissus post-ischémiés apparait étre la xanthine oxydase. McCord a
découvert que la transformation de XD en XO seifaivivo dans les tissus ischémiés La

xanthine oxydase (XO) utilise I'oxygéne moléculaire au lieu de WA duisant du superoxyde,

de I'eau oxygénée ou bien les detidé.34(Schéma 1-7).

: X : <
Hypoxanthine + H,O + O, —O> Xanthine + 2H" + 20, (9)

Xanthine  + H,0 + O, _Xo Acide urique + 2 H" + 2 O_'z (10)

Schéma 1-7: Production de superoxyde par la XO

Face aux situations pathologiques, I'organisme a mis au point les systémes de défense que

sont les cellules endothéliales et les polynucléaires neutrophiled>.16 |ls agissent en
produisant enzymatiquement desdicauxlibres oxygénés eparticulieremente radical anion

superoxyde ©*35. Dans les neutrophiles, au cours d'une action bactéricide ou en réponse a une
ischémie-reperfusionla NADPH oxydase réduit I'oxygénenoléculaire pour former I'anion
superoxyde, pendant que la NADPH est oxydée en NADP. Alors la myéloperoxydase (localisée
dans lesgranulocytesdes neutrophiles)peut convertir 'eau oxygénée emncide hypochloreux

toxique (HOCHBS. Il est possible que dans un tisschémié interviennent des cellules

responsables deéactionsinflammatoires>. Ceciaugmentel'apport deradical superoxyde et
occasionne donc des dommages cellulaires supplémentaires.

1.2.1.3L'ischémie-reperfusion myocardique

Les radicaux libres centrés sur I'oxygene sont suspectés d'étre la causpatftieraes
altérations cellulaires qui interviennent au cours d'une ischéifie34.36
Lors d'une ischémiemyocardique, c'est-a-dire lorsque les apports sanguins coronariens sont
inférieurs aux besoins tissulaires, on observe rapidement une cascade d'événements biochimiques
pouvant entrainer une nécrose des tissus si cette ischémie est sévere et pfolarntézmure
actuelle la physiologie de l'ischémie myocardiquest pas complétementconnue et plusieurs
théories sont contradictoires. Hessal 37 ont fait le point sur certaines de ces théories. Toutefois,
en ce qui concerne la production de radicaux libres lors d'une ischémie-reperfusion, il est possible
de préciser les points suivants :
» Ce n'est pas pendant la période de privation de I'oxygene qu'ont lieu les plus grosses altérations

mais lorsque I'oxygéne moléculaire est réintroduit dans les ¥ssexi étant da a ldorte
concentrationd'anion superoxyde issu de l|eéduction de l'oxygéne moléculaire apporté
massivement. Cette réduction est due aux réducteurs présents dans la cellule ou formés lors de
l'ischémie (8 1.2.1.2 p 20 et Schéma 1-8).
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» C'est le systéeme de la xanthine oxydase (XO), qui est présent et actif dans certaines cellules et
chez certaines especes anini&les

ATP

o AMP
S
‘O
< y
[&] , .
%) Adénosine . . .
Xanthine Déshydrogénase
/ L Ca** protéase
Inosine
Xanthine Oxydase

r \ -
I Hypoxanthine / > Oé

O,

Schéma 1-8 Mécanisme proposé pour
la production de superoxyde induite par une isch¥mie

Comme on peut le voir sur le SchérmeB, lors de lischémie il y aaccumulation
d'hypoxanthiné dans les tissus myocardiques. Nous avons dit au chapitre 1.2.1.2 (page 20) que
I'nypoxanthine est transformée normalement en acide ungada(xanthine) pada XD et le
couple NAD / NADH. Lors de l'ischémie, la XD est convertie en XO par une protéase calcium-
dépendanté. Cela implique que lors de la réintroduction de I'oxygéne il en résulte une réduction
rapide de celui-ci, produisant des quantités relativement importantes de radical anion superoxyde
susceptibles d'endommager les structymegspholipidiqueset les protéines c'est ce qu'on
appelle le paradoxe de l'oxygéhe

De plus lorsd'une ischémie, les défensasaturellesprésentes dans lesllules sont
considérablement diminué8sLes radicaux libres formés lors de I'ischémie (et qui ne sont pas
détruits par les défenses restantes) sont capables de modifier ou de détruire un grand nombre de
molécules présentes dans la cellule : protéines, glucides, lipides, ARN ét’ABAI21 Ce sont
surtout les radicaux hydroxyle qui sont particulierement dangereux notamment dans la
peroxydation lipidique entrainant la mort celluléiré§ 1.2.3 p 28).

En résumé le Schéma 1-9 montre le phénomene observé lors d'une ischémie-reperfusion réversible
myocardiqué®.
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Ischémie-Reperfusion

U

O,
ATP — —= Hypoxanthine\
XD — XO |
Acide urique
Y
0} SOD H,0,
(Fenton)
(Haber
Weiss)
Fe(ll) Fe(lll)
HO
| '| l
Inactivation Peroxydation
d'enzyme lipidique

Dysfonctionnement de la

contraction cardiaque

Schéma 1-9 Résumé Ischémie - Reperfusion

1.2.2 Systémes de protection physiologique

Lors de I'évolution, les cellules ont développé deux grands systémes de défense contre les

radicaux libres :
* les défenses enzymatiques
* les défenses non enzymatiques ou antioxydants
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1.2.2.1Protections enzymatiques

Pour chaque intermédiaire présent dans le Schéma 1-1, la nature a développé une protection
enzymatique spécifique. De plus, ce sont généralement des antioxydants prévessgiiis ale

BurtorfO,

a. Superoxyde Dismutases?!.2.20

Les superoxyde dismutases (SOD) constituent un des systémes majeurs de défense pour les
cellules aérobies combattant I'effet toxique de@es enzymesccélérentconsidérablemenia
réaction (1) (Schéma 1-2 et Schéma 1-3), détruisant rapideriéet @insi préviennent les effets
directs toxiques comme l'interaction avec un ion métallique qui augmente la productiont de HO
(Schéma 1-5).

Toutes les SOD sont des métalloprotéinasec aux sites actifs différents métaux (Fe, Zn,

Cu, Mn%.20, Les enzymescontenantdu fer (FeSOD) ou dumanganesegMnSOD) sont
caractéristiques des cellules procaryotes alors que les enognemantdu zinc et du cuivre

(CuzZnSOD) sont ellescaractéristiquesdes cellules eucaryotes (ceci est uneindication sur
I'histoire de I'évolution). Dans les cellules aérobies (par exemple celles de 'homme, de la levure,
du rat, du poulet,etc...), qui possédent les deux types de SODdifdribution est alors la
suivanté.2.38;

- la forme MnSOD est localisée dans les matrices mitochondriales

- la forme mixte CuZnSOD se trouve dans le cytosol.

Les SOD catalysent les réactions (1)-(3) (Schéma 1-2). La constante de vitesse se situe entre
10° et 5.10 M*.s* selon le pH et l'ion métalliqde:
- dismutation spontanée du superoxydg=18.10 M*.s* a pH 7,91
- dismutation catalysée par MnSOD,:k 1,3 16 M*.s* a pH 7,91

La SOD coopére avec d'autres enzymes (catalase et peroxydase) pour r€jiered4u.

b. Les catalases (Cat.)4!

Les catalases sont généralement des enzymes hémtaiétiddans les cellules elles sont
localisées dans la matrice peroxisorhalees catalases tout comme la SOD ne nécessitent pas de

cofacteur$3. Les catalases favorisent la dismutation de I'eau oxygénée (Schéma 1-10).
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2H202 i’ 2H20 + 02 (11)

Schéma 1-1Q0 Décomposition de
I'eau oxygénée par les catalases

Les catalasessont fortement présentes dans le foie, les reins et les érythrocytes, mais

seulement en petite quantité dans le cefveadans le myocarde pour lequel cet inconvénient est
atténué par la présence d'une autre enzyme : la gluthation peroxydase.

c. Glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase est uneélénoenzynf@. La GPX estlocalisée dans les
mitochondries et le cytosol. La GPX nécessite un cofacteur : le glutathion réduit (GSH) (glutamine
- cystéine - glycine). La GPX catalyse la réduction de I'eau oxygénée en eau (Schéma 1-11) et les
hydroperoxydes d'alkyle en alcool.

glu-cys-gly
I
glu-cys-gly GPX S
| + HOp ———— H0 + | (12)
SH S
qu-ct/s-eg
(GSH) (GSSG)
11 12

Schéma 1-11 Réduction de I'eau
oxygénée par GPX

GSSG12 est reconvertie en GSHL par la glutathion réductase. La GPX a une forte act¥vité

1.2.2.2Protections non enzymatiques ou antioxydantes

Les antioxydant&-47, sont, selon une définition large de Halliwell et Gutterfdddeoute
substance qui, lorsque présente a faible concentration comparée a celle d'un substrat oxydable,
ralentit considérablement ou prévient I'oxydation de ce substrat”. lls réagissent rapidement avec les
radicaux libres et conduisent alors a la formation d'autres radicaux, stabilisés donc moins réactifs.
Ce sont généralement des antioxydants "chain-bredRing"
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a. Vitamine C ou acide ascorbique

La vitamine C, faiblement liposoluble, agit essentiellement en milieu atfudiaxvitamine
C réagit rapidementavec le superoxyde (k = 1,25 °104*.s')48 et le radical hydroxyle
(k = 1,1 16°Mt.s*apH 7,038 (Schéma 1-12).

HO HO
) o) O o)
HO  \__ RO HO &/
IO\
HO O(H) O O(H)
AH2 R = R'O, H, alkyle, aryle, O y
13 ] (13)
AH
y 14 1
% o (o % o_Co
d -~ y
O O(H) O O(H)

Schéma 1-12 Réaction de la vitamine C avec
des radicaux oxygénés

Avec le radical hydroxyle la constante de vitesse varie de 4 2 M:168" selon le pH du
milieu, le maximum d'activité se situant a p#4.7
Le radical AH est relativement stabilisé (Schéma 1-12) ce qui pourrait expliquer sa faible

réactivité. En fait AF dismute rapidemefit (5.10' < k < 1) en fonction du pH. C'est cette
dismutation rapide, en acide ascorbique et en acide déhydroascorbique, tous deux diamagnétiques,
qui empéche tout transfert de chaine.

La monodéhydroascorbate réductase rédult AFaide de la NADH, régénérant la vitamine
C. Lavitamine C patrticipe aussi a la régénération de la vitamine E (Schéma 1-15).

b. Vitamine E (Tocophérols)

La vitamine E agit comme antioxydant primaire. Du fait de sa forte liposolébititie réagit
particulierement dans les biomembrafeke tocophérol agit comme donneur d'hydrogéne lors de
la peroxydation lipidique évitant ainsi toute propagda#on
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Tocophérol 15

a-tocophérol : R = R = R3 = Me

B-tocophérol : R'= R®=Me ; R?=H
y-tocophérol : R = R?> = Me ; R3 = H

3-tocophérol : R*=Me ; R?=R3=H
Schéma 1-13 Différents tocophérofs

Les différents tocophérols n'ont pas les mémes propriétés antioxydamtexcophérol est

supérieur ap3-tocophérdto. Le radical tocophéryle est relativement stéb{&chéma 1-14§.

R3 R3
HO ] ‘0
ISON S ST
2 0 R . 2 0 R
R RG R
R1 R1

R =Cj5H3;

Schéma 1-14 Réactivité des tocophéréts

La vitamine E estrégénéréepar différentes substance{GSH, Vitamine C*%, ...). La
constante de vitesse entre le radical tocophéryle et I'ascorbate est k = N55s10

R vitamine E A NADH
(15)

RH vitamine E. AH NAD*

Schéma 1-15 Régénération de la vitaminése

c. [-Carotene4o
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Les B-caroteneg(en fait lescaroténoidespnt un fort potentiel de protectiondes tissus
lipidiques. L'action de rupture de chainefhgarotene est complémentaire de celle de la vitamine
E. Alors que Ig-caroténe est efficace a basse concentration en oxygene, le tocophérol agit a haute

concentration.Le B-caroténeagit aussiéfficacementsur I'oxygéne singulef{prevenantles

oxydations photochimiques)

d. Divers

Parmi les autres agents antioxydantmti-radicalaires et anti-lipoperoxydants, les
organismes biologiques ont développé divers types de molécules aux localisations et propriétés

différentes : les flavonoides (avec les flavones et les flavonols) présents dans le3?plémtes
ceruloplasmine protéine a base de cuivre oxydantfeseFé*, I'acide urique bon "scavenger"

du radical hydroxyle HG? ...
Leur efficacité dépend de leur concentration dans la zone endommagée et de la nature de I'oxydant.

1.2.3 Peroxydation lipidique accidentelle

Elle se produit lors de I'arrivée de radicaux sur les membranes cellulaires. Elle se termine
généralement par la destruction de la cellule. La peroxydation est initiée par les radi¢aux HO
hydroperoxyle HOQ sur un acide gras polyinsatude®s membranes. B'agit d'une réaction
radicalaire en chaine (Schéma B16@lont nous ne donnons qu'une représentation simplifiée. La
constantede vitesse de laéaction d'initiation (arrachementde I'hydrogéne par HYp est
k=510 M*.s™.
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HO ~C

— — — ) — — ——

LH L’

Acide gras ayant
au moins 3 doubles liaisons
/\l /\_/\_ & N/E/E/ (16)
O_ .
~O
LOO
LH

Schéma 1-16 Peroxydation lipidique

Le composé LOOH peut a nouveau donner un radicalu@.OC dans un cycle proche de

celui d'Haber-Wei$8 (Schéma 1-17) par lequel se propage la chaine radicalaire. Ceci est di aux
ions métalliques contenus dans certaines protéines (hémoglobine, méthémogigiocterome

P450, autres cytochromes, etc21.39,

LOOH + Fe**-complex¢ ——» LOO + Fe®"-complexé (17)

LOOH + Fe?*-complex¢ ——» LO + Fe*'-complexé (18)

Schéma 1-17 Cycle d"Haber-Weiss" sur lipide

A cause des ions métalliques endogénes, en fin de fragmentation lipidique on obtient des

aldéhydes cytotoxiquémotamment le malonaldéhyde (M¥R) Le MDA réagit rapidement avec
des groupements amino libres de composés biologiqgues comme les acides aminés, les protéines,
les acides nucléiques, etc... . pour donneNuN'-disubstitué-1-amino-3-iminopropene (bases de

Schiff conjuguées) de formule R-NH-C=C-C=NeR’



30

La chaine radicalaire peut étre interrompue quand le radicat L&2Qit avec la vitamine E
par un transfertd’hydrogéné Ceci a pourconséquenceaine accumulationd'hydroperoxyde
lipidigue LOOH a proximité de lanembrane, pouvant ainsi favoriser l'initiation de nouvelles
chaines.
La peroxydation lipidique ne se fait pas uniquement sur les membranes cellulaires (dans ce cas il y
a rupture de l'architecture de la cellule) mais aussi sur les acides gras polyinsatigds le
cholestérol.

1.3.DETECTION INDIRECTE DES RADICAUX
LIBRES

Il existe de nombreux radicaux libres biologiques. Nous nous limiterons dans ce paragraphe
a une bréve étude des radicaux oxygénés superoxyde et hydroxyle.
Compte tenu de leur grande réactivité et de leur faible durée de vie, leur détection directe n'est pas
possible, notamment par des méthodes spectrales (RMN, RPE, IR ....), leur concentration n'étant
pas suffisantepour cela. Toutefois cesadicaux peuvent réagir avec une substance test. Les
produits obtenus peuvent étparfaitementcaractérisés. On peutgalementemployer des
inhibiteurs ou des catalyseurs de processus radicalaires.
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1.3.1 Radical anion superoxyde Q*

Pour le dosagealu superoxyde, il existe trois modes d'action possible de lindicateur :
I'oxydation, la réduction ou la fixation. Ces trois modes sont regrodpas leTableaul-2.

Toutefois, Rosel? souligne qu'aucune de ces méthodes n'est réellement spécifique de la détection

du superoxyde.

Réaction Indicateur Produit Obtenu Détection
NBT? Formazan UV-Vis
Réduction Tétranitrométhane Radical anion uv
Ferrycytochrome C Ferrocytochrome C UV-Vis
Epinéphrine Adénochrome UV-Vis
Oxydation
OXANOH® OXANO*° RPE
Fixation Lactoperoxydase "Composé III" UV-Vis

Tableau 1-2: Méthodes de détection du radical superoxgdé

2 nitroblue tétrazolin (voir formule Ré$2)

b 2-éthyl-1-hydroxy-2,5,5-triméthyl-3-oxazolidine

¢ 2-éthyl-2,5,5-triméthyl-3-oxazolidinoxyle
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1.3.2 Radical hydroxyle HO®

De par sa grande réactivité (voir Tableau 1-1), liée a son pouvoir oxydant (8 0), il peut réagir
avec un grand nombre de composés (surtout organiques). Il reste alors a analyser les produits de
réaction (Tableau 1-3).

Réactif Produit(s) détectés(s) Détection Réf.
Méthionaf Ethylene Manométrie, CPG 53,54
DMSQO’ Méthane, éthane, CPG 53,54
Formaldéhyde
Alcool aliphatiques ~ Formaldéhyde CPG 54
primaires
C,Hs-*CQH “CQ, Mesure de la 54

radioactivité

DMPO-OH HPLC avec detecteur -

DMPO électrochimique

DMPO-OH RPE >

Tableau 1-3: Méthodes de détection du radical hydroxyle

2 3-méthylthiopropionaldéhyde. Mais la réaction n'est pas spécifique et d'autres molécules peuvent donner de
I'éthyléne.

b: La réaction de production de Cebt plus spécifique que la réaction de production d'éthyléne.

¢: Voir plus loin technique du spin-trapping § 1.4.2 p 36.
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1.3.3 Peroxydes lipidiques

La aussi,c'est 'analyse des produits deégradationqui indique lapossibilité d'une
peroxydation lipidique : dans certains cas (faisant intervenir I'oxygeéne singulet) I'origine n'est pas
radicalaire, pouvant induire une erreur d'interprétéfiodnans le Tableau 1-4, seules les méthodes
les plus couramment utilisées sont résumeées.

Composés dosés Technique d'analyse  Condition d'utilisation

Gaz expirés
Manométrie ou CPG in vivo
(Méthane, Ethane)

lodométrie in vivo
Hydroperoxydes
GPX / NADH in vivo
lipidiques Chimio luminescence in vivo etin vitro
Diénes conjugués HPLC avec détecteur UV in vivo etin vitro
Fluorométrie
uv
MDA Polarographie in vitro
HPLC

Réaction avec TBA

Tableau 1-4: Principales méthodes de dosage des produits

issus de la peroxydation lipidigife51.56.57

. acide 2-thiobarbiturique



34
1.4. METHODES DE DETECTION PAR RPE

1.4.1 Différents radicaux

La RPE est une méthode de choix pour la détection et I'identification des radicaux libres.
Seuls les radicaux persistants, c'est-a-dire ceux ayant un temps de demi-vie suffisamment long,
peuvent étre étudiés (Tableau 1-5).

Radicaux Temps de demi-vie /s Réf.
tBu
tBu . 0,1 58
tBu
N .
N—O 6 59
/
. SiMe;
Me,;SiC 6 58
CF3
y 20 58
tBu
Me,Si
N 27 58
M63Si
tBu
N\ .
N—O 80 59
—/

Temps de demi-vie calculé a 25 °C pour une concentration en radical t 10
Tableau 1-5: Exemples de temps de demi-vie
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de quelques radicaux

C'est le cas notamment des nitroxydes RR'N@ présentent généralement une persistance

important&9. La structure électronique de ces radicast caractériségpar une liaiso1 a 3

électrons, I'électron non apparié étant décrit par une orbit#ie Ceci implique qu'a température

ambiante cesadicaux existentessentiellemensous forme demonomere(Schémal-18). Les

dimeres peuvent étre mis en évidence a basse température -100 2150 °C

N N "
2 N—O0 == " N—O0—O0—N_ '
A /L N
R' R' R'
14 e de liaisons 14 e’ de liaisons

Schéma 1-18 Dimérisation d'un nitroxyde

Les nitroxydes présentent deux formes mésomeres limites représentées par le Schéma 1-19.

R R

e . e -

Schéma 1-19 Formes mésomeres des nitroxydes

La stabilité des nitroxydes dépend des groupements R'etEn particulier si ceux-Ci

contiennent un hydrogéne soit sur l'azote, soit sur le carboaeder'azote, ils dismutent pour

former unehydroxylamineet une nitrone (Schéma 1-ZBquation (19))3. Certains auteurs
proposent un mécanisme passant par des diméres non mis en &didericéquation (20) du

Schéma 1-20 représente un cas rare ou I'hnydrogéne est porté par l'azote, la dismutation produisant
alors une hydroxylamine et un nitroso. Leur stabilité dépend aussi du solvant et de la température.
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R\ R R\
2 N o) - N—OH + N—-o0O (19
R'—CHz/ R'—CH; R'—CH//
R R
2 \N o - N—OH + R——N==0 (20)
H/ H

Schéma 1-2Q Réaction de dismutation des nitroxydes

Les nitroxydes ne sont pas les seuls radicaux persistants. Il existe par exemple des radicaux
stabilisés par uneombinaisond'effets de natureélectronique: c'est le cas desradicaux
captodatif§4. Par exemple le radical ascorbyle est facilement détectable par RPE a température
ambiantés,

Pour les radicaux non persistants, c'est-a-dire a faible durée de vie, leur observation directe
par RPEnécessitd'utilisation de techniquesparticuliéres: abaissemente la températured,
matrice d'adamantaffe méthode de I'écoulement confifu

1.4.2 Spin-trapping ou piégeage de spm.ss-7s

La méthode du spin-trapping a été développée pour les radicaux a faible durée de vie. C'est
le cas en particulier des radicaux centrés sur I'oxygéne (voir Tableau 1-1). De plus a cause d'un
trop court temps de relaxation, les radicaux diatomiques ne sont pas observables directement par

RPE26, Le principe de la méthode du spin-trapping (ou méthode des nitroxydes) sera exposé plus
amplement au chapitre 3.1.1 page 135. Cette méthode compsidtatilisation d'une molécule
diamagnétiquele piege, quiréagit avec leradical libre pour donner un adduit de spin plus
persistant dont I'étude RPE donnera des renseignements sur le radical piegé (Schéma 1-21).

R + P ~  (RP)
Molécule
diamagnétique

| |

Etude RPE

Schéma 1-21 Schéma du principe de piégeage de spin

De nos jours le spin-trapping a pris uegtréme importanceaussi bienin vitro que
in vivo. Il existe deux grandes classes deoléculespieges : les nitroso (R-N=0) et les
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nitrones (R-N*(O)=C-R?). Les deux conduisent par adduit de spin & un nitroxyde. Bien que dans
les adduits de spin issus des dérivés nitroso le radical piégé soit directement porté par la fonction
nitroxyde (Schéma 1-22), les nitroso ont d'énormes inconvénients (cytotoxicité, photosensibilite,
etc....) empéchant ainsi leur utilisation en milieu biologique mais surtout les adduits de radicaux
centrés sur I'oxygene ne sont pas persistants.

R-N=0 —* R—N-R (21)
o

Schéma 1-22 Piégeage avec un nitroso

Les nitrones ne présentent pas ces inconvénients. Actuellement c'est le 2,2-diméthyl-3,4-dihydro-
2H-pyrrole-1-oxyde (DMPO) qui est le plus utilisé. Cette nitrone a longtemps été le piege le plus
performant pour les radicaux centrés sur I'oxy§&riRécemmentune nouvelle nitrone le 2-
diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxyde (DEPMPQO) a été synthétisé au
laboratoire SREPR.76-79 Cette nitrone présente de nombreux avantages par rapport a la DMPO,
ainsi gue nous le reportons dans I'Introduction a la page 6.
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2. SYNTHESE DES NITRONES

Tout le monde savait que c'était impossible. Il est venu un
imbécile qui ne le savait pas et qui I'a fait.
(Marcel Pagnol)



44



45

2.1.INTRODUCTION

En synthéseorganique, les nitrones ont une granagortancevu le nombreélevé de
réactions auxquelles elles participent (Voir exemple Torsell p 79) - 188s principales méthodes
de synthese des nitrones sont répertoriées dans I'ouvrage delTBssahtiellement, on trouve
cing grandes méthodes, il en existe d'autres d'un intérét plus limité (T, qr<@H, réf.146 - 156).

2.1.1 Condensation d'une hydroxylamine
N-monosubstituée sur un deérivé carbonylé

Les aldéhydes ou cétones sont g&méralaisémentaccessibleen synthése organique.
L'utilisation du couple carbonyle / hydroxylamirmst facile a mettre en oeuvre et conduit en
principe a de bons rendements.

Les aldéhydes réagisserdpidementet quantitativementa températureambiante avec des
hydroxylamines monosubstituées, alors quedétnes ouacétalsrequierentun chauffagede
plusieurs heures. Les nitronegcliques sont préférentiellementpréparées paréduction de

composés carbonylés - nitro substitués en présence de zinc (Z€PNH Zn / AcOR : dans les
deux exemples cités le rendement en nitrone est de 60 %) (Schéma 2-1).

O 1) Zn / NH4CI
> + (22)
NO, O 2) HCI N
16

I
O 1

Schéma 2-1. Synthése de laDMPO

Les nitrones acycliques sont obtenues directement en mettant en présence une hydroxylamine
et un aldéhyde(Schéma 2-2).

NH—OH 0 4
>< + @4 - @70=N + P(O)(OEt),  (23)
P(O)(OEY), H o
17 18

Schéma 2-2: Synthése de la PPN
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2.1.2 Oxydation des hydroxylamines
N,N-disubstituées

Pour oxyder des hydroxylamines en nitrones ou en nitroxydes, on peut utiliser de nombreux
oxydants dont certains sont des oxydants courants. Souvent le barbotage d'air (ou bien d'oxygene)
a travers une solution d'hydroxylamine détin catalyseur(par exemplele complexe cuivre-
ammoniaque) suffitt. D'autres oxydants peuvent étre employésmme le tert-
butylhydroperoxyde, le palladidimLe Schéma 2-3 représentette oxydatiorf. Toutefois, on
constate que la réaction (25) s'effectue, méme quand un des substitu&itsiR ou R est un
hydrogeéne. Par dismutation du nitroxyde on obtient alors la nitrone et I'hnydroxylajuinse
trouve de nouveau oxydée par I'excés d'oxydant.

(24)

(25)

Schéma 2-3: Oxydation d'hydroxylamine

Les amines secondaires peuvétte oxydées par un grand nomlafexydants(H,O.e,
H,O,-catalyseut11, m-CPBAL2, 2-phénylsulfonyl-3-phényloxaziridine ou "réactif de Dal#s"
diméthyldioxyrané4, ...). Le mécanisme par I'eau oxygénée rapporté par Mérg&théma 2-
31), met en évidence une hydroxylamine intermédiaire, laquelle est oxydée en niromee
N-hydroxylamineN-oxyde.
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2.1.3 N-alkylation d'oximes

L'alkylation d'oximes par les halogénures d'alkyle conduit & un mélange de nitrones et de
produits deO-alkylation. Le contre-ion, par exemple’LNa, ..., et I'agent alkylant ont moins
d'influence sur la régiosélectivité de la réaction que la nature de I'oxime : les aldoximes favorisent
la formation de nitrones ; les cétoximes, pour des raisons stéritpyesisent laOC-alkylation
(Schéma 2-4). Ce probléme peut étre contourné en transformant les cétoximes tout d'@ord en
triméthylsililoximes, puis en ledl-alkylant facilement en nitrones avelu tétrafluoroboratede

trialkyloxonium.

OH RX o} OR
> —N > >_,(|/ + >_—N’ (26)
Base ‘R

Schéma 2-4: N-alkylation d'oxime

2.1.4 Réaction de dérivés nitroso-aromatiques
avec des méthylenes activés : réaction de
Kréhnke

La réaction de Kréhnke est limitée a la préparatioN é@ylnitrones et nécessite en principe
un meéthylene(occasionnellementin méthyneou un méthyle) possédant un bomgroupement
partant (Schéma 2-5).

X Base | |
ANO + (  ———> Ar—N > Ar—NT= (27)
Y Y + X

X : groupe activant : aryle, CN, RCO
Y : groupe partant : halogene, sulfonium, ...

Schéma 2-5 Réaction de Krohnke
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2.1.5 N-oxydation d'imines

L'oxydation d'une fonction imine, qu'elle fasse partie d'un cycle hétéroaromatique ou d'un
groupe C=N isolé, est menée a terme par des peracides. Dans de rares cas I'eau oxygénée ou
d'autres réactifs ont été utilisés. Les imihebétéroaromatiques donnent directement les dérivés
N-oxyde (c'est-a-dire les nitrones), alors que les imines ou les bas8shd€s donnent

initialement des oxaziridines, qui sous damnditionsthermiques contréléese réarrangenten
nitrones (Schéma 2-6).

R! Peracid R! O R
Z,ENR:* _reracide | ;jLNR3 O ;'J=I}|R3 (28)
R R R -

R!, R? R3=alkyle, aryle, H
Schéma 2-6: Oxydation d'imine

En conclusion a cette introduction deux voies ont retenu notre attention. L'une passe par
I'addition d'une hydroxylaminevia la réduction d'undérivé nitré) sur un carbonyle. L'autre
consiste en I'oxydation d'une amine secondaire.
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2.2.SYNTHESE DU 2-

(DIETHOXYPHOSPHORYLMETHYL)-2-
METHYL-3,4-DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-
OXYDE (ESPACEUR OU ESP) 3

2.2.1 Etude bibliographique de la synthese d&8

Parmi les nombreuses voies envisagées et testées, nous décrivons ici selgdenre
voies que nous avons le plus développées. Le schéma rétrosynthétique de ces voies est présenté

ci-apres (Schéma 2-7). Les autresies envisagées opartiellementexplorées se trouvent en
annexe p 259.
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(EtO),(O)P
+ L
" 3
o}
o o o PO
O((P) (P)w (°P) ( )wo
N |\|I H

| NO,

T—

N
19 OH 25 H 19 28
J l U U

Or

o 20 26 27 29 30
R IMgCH,(P°) IZNCH,(P°)
+ 20U + 20U
LiCH,(P°) LiCH,(P°)

l l
(X N,

/J\O 21 31
l

!
S o

)\ 22 32
o)

m (P°) = P(O)(OEt),
R =0OBn

HO" 24

Schéma 2-7: Schéma rétrosynthétique du 2-(diéthoxyphosphorylméthyl)-
2-méthyl-3,4-dihydro-B-pyrrole-1-oxyde3
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2.2.1.1Via la réaction d'Arbuzov (Voie n°1)

a. 4-méthylpent-4-én-1-ol 24

Dans la littérature, trois voies de synthése principales sont décrites :

¢ Par addition du magnésien du 3-bromo-2-
méthylprop-1-ene sur l'oxyde d'éthylenels

1) Mg / Et,0 /.0
/”\/BI’ 2) H;0* - | OH (29)

33 24

Schéma 2-8: Addition du 3-bromo-2-méthylprop-1-émeagnésiun sur I'oxyde d'éthylene
¢ Par réduction du 4-méthylpent-4-énoate d'éthyle

1) LiAIH, / ELO
)L/\'(OEt 2) H30+ - )|\/\/OH (30)

34 0 24

Schéma 2-9: Réduction du 4-méthylpent-4-énoate d'éthyle

Cependant, le précurseur utilisé dans ce cas présente un co(t élevé, difficilement acceptable a

ce stade du schéma de synthédée.

¢ Via l'action d'un réactif de Wittig sur le
5-hydroxypenta-2-onels

©
O MePPh3Br / nBuLi CH,

> (31)
OH THF /' N, OH

35 24

Schéma 2-10 Réaction de Wittig



¢ Par réduction de I'hydropyrane

Zhoulé propose la réaction suivante : (Schéma 2-11)

3 liquide OH

\(j EtOH (32)
O
36

24

Schéma 2-11 Réduction de I'hydropyrane

b. 4-méthylpent-4-én-1-amine 23

Anastasioureporte la synthese d&3 dans les conditiond'Hégédu®® qui utilise une
modification de la procédure de Mitsunobu (Schéma 2-12).

o O
PP NH»-NH,, H,O
3 NTOEt OH 2 2, M
o o)
37 38 24
(33)
1 1
NH HN E
7 T oer )1\/\/'\”_'
NH HN\"/OEt 2
(@) O
39 40 23

Schéma 2-12 Réaction de Mitsunobu modifiée

La formation de&23 dans ces conditions peut s'expliquer de la maniére sui%arichéma 2-13)
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o o) 0
H
N~ > OEt \NJ\OEt ® ©
NH + PPhy + I + ROH —> | + ’PthOR zl
N_ _OEt 'N.__OEt
T WY
O O O
O 37 38 40
ZH

PhsP=0 + R—Z

NH
R—Z + NHy-NHy, H,O ——» R—NH, + |

NH

O
39

Schéma 2-13 Mécanisme de la réaction de Mitsunobu

c. Protection de la fonction amine

De trés nombreuses protections de la fonction amine ont été rapportées dans la ##térature
Nous nous limiterons ici aux principales protections compatibles avec notre schéma de synthése ;
en effet, dans notre cas le groupement protecteur de I'amine doit étre choisi de fagon a permettre la
cyclisation sur la double liaison, mais prévenir I'attaqueléophilede l'azote sur le carbone
électrophile formé au cours de cette étape (Schéma 2-14). Par ailleurs, I'amine protégée ne doit pas

réagir lors de I'étape de phosphorylation et sa déprotection doit respecter la fonction phosphonate
introduite.

(34)

Schéma 2-14 Schéma général de cyclisation d'amine
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¢ Protection sous forme de carbamate

0 Sous forme de carbamate de méthyle

Harding? décrit de nombreuses cyclisationshialc-3-énylcarbamate d'alkyle, notamment
de carbamates de méthyle (Schéma 2-15).

0]

(_57 Cl—C-0CH3 - (_57
| N S

) HN

H g (OAC)2

NaBH 4
— A~
AcOHg

N
O&’I‘\OCH3
43

(35)

N
O&’I‘\OCH3
44

Schéma 2-15 Protection par méthoxycarbonyle

La déprotection s'effectue soit en milieu aétdgiCl, AcOH), soit en milieu basique (10 %
KOH, MeOH / HOY1.23

0 Sous forme de carbamate de benzyle

Les carbamates de benzyle sont fréquemment utilisés dans les réactions de cyclis&tion des

alcénylamine®.24(Schéma 2-16).
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(@]
CI—(IE—O-CHz‘@
P P
| N | i

O OBn

/) Hg(OAc), (36)
2)KI /1,
Ve
R
| JQ

o P08

Schéma 2-16 Protection sous forme de carbamate de benzyle

Différents modes de déprotection sont décrits dont : (Schéma 2-17 et Schéma 2-18)

- déprotection en milieu acide

H

|
- - -CH
R NYO CHz@ —Her - RN HYO ) @ 37

O O

Schéma 2-17 Déprotection d'amine en milieu acide

- déprotection par hydrogénation catalytique2!

R,
Ri—N OCHz@ _He/Pd/C “NH 80 - 100 % (38)

Ry

Schéma 2-18 Déprotection d'amine par hydrogénation catalytique



56

¢ Protection sous forme de tosylate?!

La réaction (Schéma 2-19) est analogue a celle décrite au § _:

[ Base
R—NH; + CI_?OCF% R-NH—SOz@—CHg (39)
O

Schéma 2-19 Protection par le groupement tosyle

De nombreuses méthodes de déprotection sont décrites, notamment en milieu acide (HBr
AcOH , 70 °C¥%>.

d. Hydrolyse des phosphonates de dialkyle

Les fonctions ester des groupements phosphonates peuvent étre hydrolysées en milieu acide
ou basique (monohydrolyse). Nous ne citons ici que les méthodes d'hydrolyse compatibles avec
notre schéma de synthése. L'action de liodure de sodium dans l'acétone conduit a
I'alkylphosphonate de méthyle et de sodium. La transestérification par l'iodure de triméthylsilile
suivie d'une hydrolyse conduit aux acides phosphoniques.

¢ En milieu acide

Deux types de conditions sont généralement uifs€s(Schéma 2-20).

HBr / AcOH o

25 °C
Il OR' Il .OH
R—P R—P (40)

OR' HCI6N OH

Schéma 2-20 Hydrolyse des fonctions ester de
groupements phosphonates en milieu acide



57
¢ En milieu basique

L'hydrolyse des phosphonates conduit a I'obtention de monoc{@eséma 2-21).

| (I?OE KOH / EtOH | EIDOE j (I?OE
t t t CO t
=4 H—C —PZ 2y H—C—PZ

—_ — ' o —_ — » —
I ONa OH
NEt,

(41)

~ ~

|
NEt,
45 46 47

Schéma 2-21 Hydrolyse des fonctions ester de
groupements phosphonates en milieu basique

e. Cyclisation des d-alcénylamines

L'activation par un agenélectrophilede la double liaison degslcénylaminespermet
d'effectuer des réactions de cyclisation de ces composeés.

Dans le cas des-alcénylaminespon observepréférentiellementa formation de pyrrolidines,

résultant de la cyclisatidgiexo (Schéma 2-22).

E+
| _ E* < ou g
RHN RHN RHN

Complexe 1t Cation onium
I
| (41)
f
L
I}l N
E R E H R

Schéma 2-22 Cyclisation deg-alcénylamines

On peut distinguer ces réactions en fonction de I'électrophile employé : ions haloniums, ions

sélénéniums, cations métalliqgues (XHigmétaux de transitié8. 30
Deux méthodes sont particulierement intéressantes dans notre cas, car elles permettent d'introduire

simultanément I'halogene sur le méthyléne etu cycle pyrrolidinique.
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¢ Cyclisation induite par des ions halonium

L'halogéne le plus fréquemment utilisé pour la cyclisation d'amines ou amides éthyléniques

en hétérocycles azotés est ['igfties,
Différentes protections de I'amine sont utilisables.

0 N-alkoxyaminess!

3 3
R>=/1 R l, MRl )
/ CH,CN/NaHCO, | /

R2 HN 2N
OCH,OCH, OCH,OCH,4

Schéma 2-23 Cyclisation deN-alkoxyamines

[0 Carbamates3s

i OH - OH
N | R N
NaFCOo, ag TE0. N '+ L (44)
R'_,-:/NHCOZMG a zaqg./ Eb |\I| N
CO,Me CIOZMe
Schéma 2-24 Cyclisation de carbamates
0 Tosylates33
OH
HO
\(\ NBSouNIS R{S\/X (45)
+_NHTos  DME/H,0 ou CH,Cl, N
[
R Tos
X=Broul

Schéma 2-25 Cyclisation de tosylates
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¢ Cyclisation induite par les ions mercurinium :
amido-mercuration

Harding?2.24 décrit la cyclisation par amido-mercurationddalcénylamines (Schéma 2-26).

Y e N N (46)

)\o AcOHg )\ | )\
0 Bn

O OBn @] OBn
48 49 50

Schéma 2-26 Amido-mercuration

f.  Création d'une liaison carbone-phosphore a
partir d'un halogénure

¢ Réaction d'Arbuzov

La réaction de Michaelis-Arbuzov est une voie générale tres largement décrite, permettant la
création de liaison carbone-phosphore par action d'un phosphate de trialkyle sur un halogénure

d'alkyle ou d'acyi (Schéma 2-27).
A 192
(RO);P + R—X ——— R'—P_ + R—X 47)

R = Alkyle, aryle
R' = Alkyle, acyle
X =Cl, Br, |

Schéma 2-27 Réaction d'Arbuzov

Le mécanisme généralement admis est le suivant : (Schéma 2-28)

RO R<O o)
\ R' -\ ) RO
RO—P A ) RX
RO X

~| RO-p-R | RS TN o (47)
0 RO RO

Schéma 2-28 Mécanisme de la réaction d'Arbuzov
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¢ Réaction de Michaelis-Becker

A partir d'un halogénure, on peut également introduire un groupement dialkoxyphosphoryle
par action d'un sel métallique de dialkylphosphcitai@chéma 2-29).

0
n _
(RO),P: *M + RX

» (RO)P(O)R' + MX (48)

Schéma 2-29 Réaction de Michaelis-Becker

¢ Réaction inverse de Michaelis-Becker

Dans un brevet Japondfisles auteurs font le magnésien d'un halogénure d'alkyle et le font
réagir sur un chlorophosphite de diéthyle.

g. Oxydation

Shun-Ichi Murahashi et Tatsuky Shiota effectuent I'oxydation sufa(@héma 2-30)

RZ
|
RLCHNHR® + H,0,

-+
SeO, (cat.)' =I}I—R3 (49)
Schéma 2-30. Oxydation par I'eau oxygénée

La réaction s'effectue dans I'acétone et a partir de la pyrrolidine le rendement en nitrone est de
73 %. Ces auteurs proposent le mécanisme suivant : (Schéma 2-31)



61

Se0, + H,0, =<——= HOSe(0O)OOH

RIR?2CHNHR?® + HOSe(O)OOH —» R!R2CHN(OH)R® + H,SeO,

o)
R!R2CHN(OH)R® + HOSe(O)OOH — RIRZCH—NLR® + H,SeO, (49)
: | b
RlRZCH—|:\|+—R3 ——> RIR?C=N-R’ + H,0
OH o)

steO3 _— SeOZ + Hzo
Schéma 2-31: Mécanisme d'oxydation par I'eau oxygénée

Dans une autre publication de 1990, Shun-Ichi Murahashi utilise I'eau oxygénée en présence

d'un autre catalyseur, le tungstate de sodfufth Mais dans ces conditions, I'oxydation de la
pyrrolidine donne un rendement plus faible (44 %).

Fréjaville effectue I'oxydation du (2-méthyl-2-pyrrolidinyl)phosphonate de dieé8ylavec
deux équivalents d'acideétachloroperbenzoiquert CPBA) et obtient la nitrone DEPMPO avec

20 % de rendemekit (Schéma 2-32).

O O
EtO\,F,) E'[O\I|:|)
, : { E ) , : { E
EtO M, EtO ey (50)
HC HC
H O
50

Schéma 2-32 Oxydation par len-CPBA

Il existe de nombreuses autres publications sur ce sujet. Les citer toutes dépasse le cadre de
cette these.
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2.2.1.2Via l'addition d'un organométallique (Voie n°2
et 2"

a. Voie 2 (Réaction sur nitrone)

Cette voie s'effectue a partir de la 5-méthyl-3,4-dihydtep®rrole-1-oxyde, par addition
du magnésien du bromométhylphosphonate de diéthyle, suivie d'une oxydation (Schéma 2-33).

{J \ 1) (EtO),P(O)CH,Br/Mg/THF O( [0]
7z 2) HyO" > » 3 (51)

N e N” “CH,P(0)(OEY),
o OH
26 25

Schéma 2-33 Réaction entre une nitrone et un organomagnésien

La synthese de la 5-méthyl-3,4-dihydid-pyrrole-1-oxyde26, non commerciale,est
décrite dans la littératuté Des essais préliminaires, selon ce schéma de synthése, ont été conduits

au laboratoire par Stigl& Cependant, les produits formés lors de I'addition du réactif de Grignard
n‘ont pas pu étre isolés. Toutefois un signal RPE pouvant correspondre au nitroxyde phosphoré
attendua pu étre observé. Stipa egalementemployé des dérivédithiés (modification de

Coutro$9) (Schéma 2-34).

EtO, O
s + “p? e (52)
N ©

" Me  E0" cHY @ N"  CH,P(0)(OEY,
o L OH
26 52 25
0
(EtO)zp_CHS + nBULi
51

Schéma 2-34 Réaction entre une nitrone et un organolithien

Malheureusement, dans ce cas, la molécule cible n'a pu étre identifiée. Nous avons donc écarté
cette voie d'acces.
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b. Voie 2' (Réaction sur imine)

Elle fait intervenir la réaction de Reformatsky. On trouve dans la littéf&té¢déa réaction
d'un organozincique and'un dérivé d'acide (ester, amide, ...) avec une imine ou base de Schiff,

la réaction s'effectuant dans le méthylal (diméthoxyméthane) (Schéma 2-35).

‘c—c?° zn_, o_2° D) SR CHcI 7’ (53)
—_ EE— 1 5 S . —_ » — -C —

. Méthylal \ 2) H:0" \
7o NR), Myl st CNR), DM il UNR),

Schéma 2-35 Réaction de Reformatsky

Huet a effectué une étude trés poussée de l'addition d'un organolithien sur uffeStnimhe
analyse l'influence de I'imine et du lithien (Schéma 2-36).

RII
RCH=N-R —2RL R—C—NHR’ (54)
=\ — —_—D —_— —_— .

Schéma 2-36 Réaction entre une imine et un organolithien

Currar®3 a étudié I'addition de radicaux libres sur doubles liaisons (Schéma 2-37). On peut
donc envisager d'étendre cette réaction a I'addition sur imine. Ce type de réaction est déja connu en

mode intramoléculaifé. Il se peut donc que le Schéma 2-38 soit applicable.

! E  AIBN/BugSnH E -
* “/ Aou hv g (55)
52 53

54

E = -C(O)R, -CO,R, -CN, etc.
AIBN = azobisisobutyronitrile

Schéma 2-37 Addition d'un radical, généré par le
systéeme au tributylétain, sur une double liaison
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AIBN —2 » 2AB (56)
54 55
AIB + nBugSnH —> nBu,Sn~ + AIBH (57)
55 56 57 58
nBugSn™ + ICH,P(O)(OEt), > 'CH,P(O)(OEt), + nBusSnl (58)
57 59 60 61
. P(O)(OEt),
_X_ + “CH,P(O)(OEY),
N N (59)
27 60 62
P(O)(OEY); P(O)(OE), )
+ nBusSnH > + nBuzSn  (60)
N w
H
62 56 19 57

Schéma 2-38 Réaction intermoléculaire d'un
radical sur imine

2.2.1.3Via la réduction d'un groupement nitro (Voie
n°3)

Ce travail a étéeffectué en collaborationavec V. Roubaud et a fait I'objet de deux
publication§>.56,
Nous avons alors opté pour une voie plus classique mais plus longue, faisant appel a des réactions
bien maitrisées au laboratoire. Le schéma de synthese retenu est le suivant : (Schéma 2-39)
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YT Y e Y e

O NH, NO,
32 31 29
j i (61)
(°P)
\Y =0
3 ~—
NO,

28
(P®) = P(O)(OE),

Schéma 2-39 Schéma de synthégm la réduction d'un groupement nitro

a. Synthese du 2-nitropropylphosphonate de
diéthyle 29 (Schéma 2-39, étapes | et II)

Elle fait appel dans un premier temps a une amination réductrice d'un carbonyle, selon la

méthode de SavignaG suivie d'une oxydation de I'amine ainsi obtéA@8chéma 2-40).

1)ACONH

4 o o
\([)]/\(P ) 2)NaBH3CN' Y\(P ) m.CPBA N Y\(P ) .

MeOH NH, NO,
31 29

(P°) = P(O)(OEY),

Schéma 2-40Q Synthése du 2-nitropropylphosphonate de diétdgle

Zorp9 utilise I'oxydation d'une oxime, la aussi partant d'un dérivé carbonylé (Schéma 2-41).

\[.!/\(P°) LzOH Y\(P) m-CPBA _ Y\(P) ©3)

CH,Cl,

32 63 29
(P°) = P(O)(OEY),

Schéma 2-41 Réaction de Zon
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b. Synthése de (4-formyl-2-méthyl-2-
nitrobutyl)phosphonate de diéthyle 28
(Schéma 2-39, étape Ill)

La condensation d'un carbanion nitré sur l'acroléine, en présence d'une base se fait suivant
le Schéma 2-42.

iS)
}No2 + T N\N=g —— ﬂo (64)

NO, H
64 30 65
Schéma 2-42 Addition de Michael

La variation la plus importante dans les diverses additions de Michael mentionnées dans la
littérature se situe au niveau du choix de la base. Ainsi le Triton B est employé geangh

nombre d'auteuf8-62 et apparait dans les modes opératoires dans des proportions variables. Une
autre base a été proposée par Wéendréthylate de sodium, utilisé en quantité catalytique, de son
coté Mercief4 utilise cette procédure avec succes. Alors que Rdginilise I'alumine basique,

Ond® réalise sa condensationdans l'acétonitrile en présencel’'une quantité catalytique de
triethylamine.
L'étape finale dé5 s'effectuera de la méme maniére.
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c. Synthéese du 2-(diéthoxyphosphorylméthyl)-2-
méthyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde 3
(Schéma 2-39, étape 1V)

On réalise I'addition d'une hydroxylamine, obtenue par réduction d'un dérivé nitré, sur un
carbonyle, en particulier un aldéhyde.
Pour réduire le dérivé nitré, il faut un réducteur sélectif (AlloH le Nickel de Raney conduiraient
a la formation de I'amine) (Voir § ¢ page 100). Dans ce cas le réducteur de choix est le zinc en
milieu acide plus ou moins fort et les divers travaux sur le sujet ne varient que par la nature de
I'acide utilisé (en fonction des autres groupes présents dans la molécule) : I'acide acétique glacial
dans I'éthanol pour Hai#ealors que Keana utilise le chlorure d'ammonium damsnélange
méthanol-eati(Schéma 2-43).

NH,ClI
o) _ NH,CT (65)

NO; H ACOH -
o

65

Schéma 2-43 Réduction cyclisante par le zinc
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2.2.2 Résultats et Discussion sur la synthese
de 3

2.2.2.1Via la réaction d'Arbuzov (Voie n°1)

Le schéma général de synthese retenu est le suivant : (Schéma 2-44)

o e
)J\/\/OH CHSPPhS’é? - )J\/\/OH

35 24
[ A
N OEt
Y
Cl O-Bn
H A
N_ _O-Bn o NH.,
22 \g/ 23

(66)

| N ), (O)P /Nk e (EtO),(O)P N

|
H

O™ “oBn O™ “oBn ,
21 20 L 19

" 10]

(E10),(0)P PO

Schéma 2-44 Schéma de synthése de la voie n°1



69

a. Synthéese du 4-méthylpent-4-én-1-ol 24

Deux voies de synthése de l'alcool éthyléni2ident été successivement essayées.

4 Addition du magnésien du 3-bromo-2-
méthylprop-1-éne sur l'oxyde d'éthylenels

La réaction est la suivante : (Schéma 2-45)

1) Mg / Et,0 1,0
/”\/BI’ 2) H3O+ - | OH (29)

33 24

Schéma 2-45 Addition du magnésien dsrbromo-2-méthylprop-1-éngur I'oxyde d'éthylene

Dans la mise en oeuvre de la réaction, nous avoegontré des problémes
d'homogénéisation lors de I'addition de I'oxyde d'éthylene. L'alcool éthyléBigjnéa pu étre
obtenu par cette voie lors de nos essais.

¢ Par action d'un réactif de Wittig sur le
5-hydroxypentan-2-one

La synthése d24 est décrite par Padia(Schéma 2-46).

©
O MePPh,Br / nBuLi CH,

> (31)
OH THF /' N, OH

35 24

Schéma 2-46. Réaction de Wittig

Lors des premiers essais, nous avons obtenu des rendements inférieurs a ceux annonceés dans la
littérature. En fait, le 5-hydroxypentan-2-one commercial doit étre distillé juste avant utilisation
pour éliminer le dimere qui se forme rapidement lors du stockage.

De plus, nous avons recherché les conditions optimales pour la purificatghpde distillation

du produit brut. En effet, lors de la distillation, le produit polymérise facilement. Nous avons donc
purifié 24 par distillation moléculaire au four a boules (60 ° C, 266 Pa). Dans ces conditamns,

pu étre obtenu avec un rendement de 52 %, en accord avec ceux annonces dans la littérature.
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b. Synthése de la 4-méthylpent-4-én-1-amine 23
Anastasiou mentionne HegedRigjui utilise une modification de la procédure de Mitsunobu.

La synthese se fait en deux étapes :

¢ Préparation d'un groupement libérable (Schéma
2-47)

o 0
e
NH T PPhg II /JL\/A\V/OH
5 e
8

37 3 24 (67)

. @QM
Y

Schéma 2-47 Préparation du libérable

¢ Hydrazynolyse (Schéma 2-48)

o)
NJ\)I\ + H,N— NH2—>©<L‘/ )]\/\/ (68)

O 66 39 O

Schéma 2-48 Hydrazynolyse

Nous avons obtenu I'amir@3 avec un rendement de 38 %. Malgré ce rendement assez
faible, nous n‘avons pas observé la formation de produits secondaires en proportion appréciable.
La CCM analytique révélant la présence2@dans la phase aqueuse de traitement, nous avons
essayé d'améliorer I'extraction de I'amine en procédant a chaud et en continu (éther diéthylique).
Cependant, ceci ne nous a pas permis d'augmenter le rendement de facon significative.
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c. Protection de la 4-méthylpent-4-én-1-amine 23

Nous avons choisi comme groupement protecteur le carbamate de benzyle. Le chloroformiate
de benzyle commercial contenant du chlorure de benzyle, il est nécessaire de distiller le réactif
avant I'emploi (Schéma 2-49).

)J\/\/NHZ + O Cl ELN )l\/\/H OBn 69
—
Y THF \ﬂ/ (69)
23 o 22

o

Schéma 2-49 Protection d@3

Le carbamate de benzyle de la 4-méthyl-4-penténad@rest obtenu avec un rendement de 87 %.

d. Synthése du N-(2-iodométhyl-2-
meéthyltétraméthylene)carbamate de
benzyle 21

La cyclisation induitepar l'iode permet d'accéderdirectementau composé2l. Les
conditions que nous avons utilisées sont celles décrites par Parfdchéma 2-50).

H
)J\/\/N OBn 4 1, Naftos, |)Q (70)

THF / H,0O

22 \"/ )\ 21

O™ “oBn
Schéma 2-50 Cyclisation a l'iode d&8

La réaction s'effectue avec un rendement en produit brut de 70 %. Les conditions de purification
de21 ont été déterminées par CCM préparative (éther de pétrole / acétone 7/ 3).
e. Réaction d'Arbuzov

Nous avons envisagé d'introduire le groupement diéthoxyphosphoryle dans les conditions
suivantes : (Schéma 2-51)
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K (Eto)z(o)P)i? (1)
120 °d ©" “osn
| )N\ + P(OEt); 20

12h

O OBn
21

N~ + (EtO),P(O)-CH,Ph (72)

oA
O
67

Schéma 2-51 Réaction d'Arbuzov s@1

68

D'apres les analyses RMN et*!P, le produit phosphoré majoritairement fordd&%,4 ppm) est

le phosphonate de benzyle diéthylifi#® La formation de ce phosphonate peut s'expliquer par
une cyclisation intramoléculaire @4 pour conduire a une oxazolidone bicycligbié (réaction

72). Cette cyclisation s'accompagne de libération d'iodure de benzyle qui réagit avec le
phosphite de triéthyle.

f.  Conclusion voie n°1

L'échec de la réaction d'Arbuzov dans notre cas précis est vraisemblablement imputable a

I'encombrement stérique (nous sommes e‘une structureégoentylique). En effet la littérature

récente rapporte deux réactions effectuées avec succes sur des substrats@mdlogues

Nous avons également tenté la phosphorylation par la réaction de Michaelis-Becker pour laquelle
nous avons obtenu un gel et perdu tous nos produits initiaux. Nous avons aussi essayeé la réaction
de Michaelis-Becker inversée sans plus de succes : la quanfitt mése en jeu fut trop faible

pour réaliser le magnésien. Afin d'expliquer I'échec de la réaction 71, il serait bon de préciser la
stabilité du substra1 et ainsi pouvoir déterminer la température maximale de cette réaction.

Enfin et surtout on peut envisager I'emploi d'autres groupements protecteurs de la fonction amine
tel que tosylata\-alkoxyamineN-silylamine ....

D'autres stratégies, dont les schémas se trouvent en annexe ont été envisagées mais non
développées.
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2.2.2.2Via l'addition d'un organométallique (Voie n°2
et 2"

La voie 2 a été étudiée au laboratoire par Stipa, mais n'a pas abouti (Voir § a p 62). Cet échec
nous a conduits a nous intéresser a la voie 2' (Schéma 2-52).

1ZnCH-,P(O)(OEt
NOHRNOE: (Et0),(O)P (73)
N .
L|CH2PéC2))(OEt)2 I—Ii (74)
27 19

Schéma 2-52 Etape clef de la voie n°2'

Lors de nos essaigoncernantia réactionde Reformatsky nous'avonspas obtenu la
molécule désirée mais uniquement du méthylphosphonate de diéthyléaddition surimine
(réaction 73, Schéma 2-53) ne se fait pas et nous avons obtenu seulement du produit d'hydrolyse
du dérivé organozincique (réaction 75, Schéma 2-53).

(EtO),(O)P
LY. 2 w (73)

|
H
1) 1ZnCH,P(O)(OEt), 69 19
= 2)Hz0 "
N
27 CIDI
> (EtO),P—CHy, (75)

51

Schéma 2-53 Réaction de Reformatsky

Nous avons alors remplacé I'organozincique par un organolithien. D'aprées la méthode de
Coutro®® nous avons préparé du méthylphosphordgealiéthyle 51 et obtenu I'organolithien
correspondar2 que nous avons fait réagir sur le 5-méthyl-3,4-dihyddepgrrole 27 selon le
mode opératoire décrit par ces auteurs. Dans ce cas nous avons seulement retrouvé les réactifs
initiaux et des produits non identifiés.

Il semblerait que le 5-méthyl-3,4-dihydréizpyrrole 27 ne soit pas assez électrophile. On peut

activer 27 par de I'éthératediéthylique de trifluorure de bore (BE.OEL)%9. D'autres auteurs

utilisent le triflate de TMSQOpour activer des imine®. Un essai d'activation d27 avec de
I'éthérate diethylique de trifluorure de bore (BFEL) ne nous a conduits qu' a la formation de
méthylphosphonate de diéthyé.
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Nous avons également tenté une approche radicalaire selon le Schéma 2-38. En fait, ce n'est
pas laréaction 59 qui a lieu. L'addition deradicaux sur imines ne se fait pas sauf

intramoléculairement. C'est en fait la réaction 76 qui a lieu (Schéma 2-54).

O
. . I
60 56 57 51

Schéma 2-54 Réaction parasite lors de la réaction radicalaire

En conclusion nous pouvons dire que les voies 2 e¢[@ésentaientes voies d'acces
audacieuses pour la nitroBe Malheureusement celles-ci n'ont pas abouti car I'étape clé de ces
réactions était I'addition d'un organométallique sur une imine ou une nitrone. Dans les deux cas,
c'est cette étape qui a échoué.

2.2.2.3Via la réduction d'un groupement nitro
(Voie n°3)

Ce travail a étéeffectué en collaborationavec V. Roubaud et a fait I'objet de deux
publication§>.56, Le schéma de synthése retenu est le Schéma 2-39, page 65.

a. Synthése du 2-nitropropylphosphonate de
diéthyle 29 (Schéma 2-39, étapes | et II)

Nous avons initialement essayé la méthode qui passe par I'@d@né&lous avons bien
obtenu celle-ci avec de bons rendements (80 %) en utilisant la méthode dé2BMagyr nous ne
sommes pas parvenus a l'oxyder en dérivé nitré par la méthode e Barreforme le dérivé
carbonylé initial.

Nous avons donc opté pour la méthode décrite par Sabigfchéma 2-55) pour I'amine. Elle a
été obtenue avec un bon rendement (86 %) mais I'oxydation conduit a un rendement plus faible
(69 %)S.

1)ACONH,

(P __2NaBHCN YUC) _mcpea, Y ) ©2)
e) MeOH NH» NO,
32 31 29

(P°) = P(O)(OE),

Schéma 2-55 Synthése du 2-nitropropylphosphonate de diéth9le
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b. Synthése de (4-formyl-2-méthyl-2-

nitrobutyl)phosphonate de diéthyle 28
(Schéma 2-39, étape Ill)

Pour I'addition 1,4 du 2-nitropropylphosphonate de diét8esur I'acroléine30, nous

avons employé comme base le Triton B dans l'acétonitrile. L'addition des réactifs se fait a 0 °C et
la réaction s'effectue a 10 °C. Ces précautions sont nécessaires, afin d'éviter la polymérisation de

I'acroléine. La pureté du prodd8 brut est suffisante pour permettre son utilisation dans I'étape
suivante.

c. Synthese du 2-(diéthoxyphosphorylmethyl)-2-
methyl-3,4-dihydro-2H-pyrole-1-oxyde 3
(Schéma 2-39, étape 1V)

Nous avons utilisé le couple zinc - acide acétique dans I'éthanol (mode opératoire{Je Haire
Nous obtenons la nitror®avec un rendement de 30 % aprés purification.

d. Conclusion voie n°3

L'utilisation de réactionssimples et bienmaitriséesau laboratoire, nous a permis de
synthétiser le 2-(diéthoxyphosphorylméthyl)-2-méthyl-3,4-dihydtep®rrole-1-oxyde8 avec un
rendement correct et une pureté suffisante pour effectuer les études de spin-trapjiingqui
sont décrites au 8§ 3.2.1 page 161.

2.2.3 Conclusion sur la synthese du 2-
(diethoxyphosphorylméthyl)-2-méthyl-3,4-
dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde 3

En conclusion sur la synthése de la nitr@8n@ous pouvons dire gue nous avons tenté de

nombreuses voies de synthése (dont certaines sont présentées en annexe). Nous avons ainsi essay
tour a tour deux des méthodes les plus générales de synthése de nitrones : I'oxydation d'une amine

secondaire et la cyclisation par réduction d'un groupement nitro sur un groupement carbonylé.

La premiére de ces voies a échoué, probablement du fait d'un probléme de stabilité thermique

de 21, car la réaction d'Arbuzov requiert des températures assez élevée¥t460D'autres

essais auraient peut-étre été nécessaires pour déterminer si un changement de protection pourrait

accroitre cette stabilité.
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Les voies 2 et 2', bien qu'audacieuses (introduisant le groupemeR(QOEL) en une
seule étape), ne nous ont pas permis d'obtenir la molécule cible. Ceci peut étre lié a un trop fort
encombrement stérique de ce groupefiefit

Enfin une série de réactions classiques (voie n°3), bien que n'ayant jamais été réalisées sur ce
type de composés (moléculgg, 31 et 28), nous a permis d'obten®, bien qu'il y ait eu deux
possiblités d'arracher un proton dans I'étape faisant intervenir une addition de Michael (Schéma 2-
39, étape Ill). D'apres Bref#les effets électroniques du groupement phosphonate de méthyle
sont comparablesa ceux d'un groupementCF,;, lui-méme étantconsidérécomme moins
électroattracteur que le groupement nitro : le proton Adesic plusacide que les protons B
(Schéma 2-56).

Protons B
O
EtO_ /
/P
EtO }NOZ
Proton A 28

Schéma 2-56 Possibilités d'arrachement de protons @hs
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2.3.SYNTHESE DU 5,5-BIS
DIETHOXYPHOSPHORYL-3,4-DIHYDRO-
2H-PYRROLE-1-OXYDE (DPBO) 4

2.3.1 Etude bibliographique de la synthese dd

La aussi nous avons envisageé trois voies rétrosynthétiques, basées sur |'oxgdalaon
pyrrolidine 70. Le Schéma 2-57eprésenteles trois voies de syntheses étudiées. Nous
développerons au § 3.2.5 page 186 une étude RPE du nitroxyde défi@€ @@ nous a permis
d'obtenir des informations sur la géométrie de ce type de molécules.

(EtO),(O)P
S

(EtO)(0)P" N
O 4

|

(EtO),(0)P" N

\ o=l )

N-~OH N
71

U (H O)Z(O)P>O

(HO),(0)p" N

N H 73

|
oL )

N

(EtO),(O)P

|
H 74

Schéma 2-57 Schéma rétrosynthétique du
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5,5-bis diéthoxyphosphoryl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxydet

2.3.1.1Via le réarrangement de Beckmann (Voie n°1)

a. Synthése de la cyclobutanone-oxime 71

Il existe tres peu de publications concernant la cyclobutanone-axXim&ucune d'ailleurs
ne donne directement sa synthése. Ifffan@ qui décrit I'oxydation des oximes en dérivés nitrés,
ne rapporte pas la synthése de I'oxime mais seulement sa purification. Havekdgécrit qu'une
synthése générale des oximemis fournit les spectres RMNC des oximes et des cétones
correspondantes. Bousqlfesynthétise I'neptaldoxime a partir de I'heptanal, de I'hnydroxylamine

et du carbonate de sodium. Bien gimielg8 étudie l'influence de lataille du cycle (4 a 9
chainons) lors de l'oximation, il ne décrit toutefois pas de mode opératoire.

b. Réarrangement de Beckmann

Classiquement, le réarrangement de Beckmann est réalisé en milieu acide selon le Schéma 2-
58.

R R H.,0 R({ M
>=N +_H+> —N._.n. ¢, %N

R' OH (77 R @Hz (78) R

»/\ OH o)

¥ +H,0 | I
—> R—C=N—R —2— | R—C=N—R' =" R-C-N-R
(79) (80) (81) H

Schéma 2-58 Réarrangement de Beckmann en milieu acide

Remarques: * Dans I'étape (79), c'est le groupement en posiitindu groupement OH qui
migre (R ou R").
*  En principe on utilise l'acide sulfurique.Vinnik’® donne lacinétiqueet les
mécanismes dans sa publication.
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Cunninghar®? présente une transposition de Beckmann effectuée par voie photochimique
(Schéma 2-59). Dans le cas de la cyclobutanone-oxime, il obtient ainsi un rendement de 4 %.

OH
N~ O—NH QH

| ,

hv MeOH . 82)

75 76 77

Schéma 2-59 Transposition de Beckmann par voie photochimique

Certains, comme Olal ou Novoselo®2, utilisent une hydroxylamine substituée et
notamment |'acide amino-oxy sulfonique,RHO-SQ-OH) avec I'acide formique comme donneur
de proton.
De plus Novoseld¥? indique qu'on peut obtenir théoriquement une amide ou un nitrile selon le
Schéma 2-60. |l précise toutefois que les données expérimentales dont il dispose ne permettent pas
de choisir entre les deux possibilités.

Al
- (2
R

R’ e R 4
<R>=N—0803H ~—hso,” (R/EN

il R’
_ Nitri e, <
insaturé H*

Schéma 2-60Q Produits de la réaction de Beckmann

Yokomats@3 propose une variante intéressante de la réaction de Beckmann. Il utilise comme

nucléophile un phosphite de di- ou trialkyles. En effet Yokonfaisunontré que cette procédure
s'averait efficace dans le cas de cycles a 6 ou 7 chainons (Schéma 2-61).

(Et0),(O)P_ _P(O)(OE),
P(OEt); ou HP(O)(OEY), n—H
| POCI; / CH,Cl, g 84)

OH
78 79

Schéma 2-61 Extension de la réaction de Yokomatsu
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Yokomatsu propose aussi un réarrangement en partantntésylated’'oxime en présence de
chlorure de diéthylaluminium (E&ICI) (Schéma 2-62).

_0S(0,)Me H
N (EtO)sP / ELAICI L Me )
P 78 °C, CH,Cl, Ph™ X
P “Me (Et0),(O)P”  P(O)(OEY),
80 81

Schéma 2-62 Autre réaction de Yokomatsu

2.3.1.2Via l'acide (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonique&’3 (Voie n°2)

Une étude bibliographique sur l'intermédiaire acide bisphosphofii@uneontre que ce type
de composé peut avoir un nombékevé d'applications dontertainesthérapeutiques, grace
notamment a leur fort pouvoir de complexation. De nombreux brevets ont d'ailleurs été déposés

concernant ce type de compd¥és’.

a. Synthese de l'acide (pyrrolidin-2,2-
diyl)bisphosphonique 100

La synthése est décrite par Zikehal. dans un brevet déposé par Boehrifafin d'obtenir

les molécule8?2 présentées au Schéma 2-63. On peut résumer la synthese de la fagon suivante :
(Schéma 2-63)
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Or PCl 07—\ P(O)(OH),
Q_\FO + P(OH); + ou - Q_)< (86)

N POCI N
| ® | P(O)(OH),
H

H

n=5al4
j R=HOUC13C4

QWP(O)(OR)Z
N

1 P(O)(OR),
H

82
Schéma 2-63 Principe du brevet de Zilch

Ploger, dans un brevet pour Heriieh'utilise que le trichlorure de phosphore pour toutes ses

synthéses ainsi que Wor?fs

Zilch aprés avoir estérifié la forme acide (voir ci-dessous § b gadgeéalise I'hydrolyse du
tétraester, soit pour obtenir un diacide en utilisant I'iodure de sodium dans l'acétone a température
ambiante, soit pour conduire au tétracide en utilisant I'acide bromhydrique ou I'acide chlorhydrique

a chaud (Schéma 2-64).

Nal / Acétone_ ()n—><P(0)(0H)(0Me) &
N p(0)(OH)(OMe)
Onm\ P(0O)(OMe), :
" P(O)(OMe),
" HCl ou HBr é)”_><P(O)(OH)2 )
. E P(O)(OH),

Schéma 2-64 Hydrolyse de phosphonate

b. Estérification de I'acide (pyrrolidin-2,2-
diyl)bisphosphonique 73

Les travaux sur I'estérification des acides phosphoniques sont rares. Dans son bré¢et Zilch
indique, sans mode opératoire explicite, qu'il obtient un tétraalkylester en utilisant I'orthoformiate

d'éthyle a chaud. Vepsalaifénbien qu'il travaille sur des dérivés gemdiphosphorés acycliques,
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utilise les méme réactifs et se réfere a Nichdkoviepsalainen précise que la réaction marche bien
avec des orthoformiates tealkyle a courte chaine, mais que sa valeur préparative est limitée par

le fort exces de formiate nécessaire et que le formiate d'alkyle résiduel est difficile a éliminer lors
de la purification des produits formés. Nichols®n indique que contrairementaux acides
carboxyliques, les acides phosphoniquessost pasdirectementestérifiablespar les alcools.
Nicholson a effectué de nombreuses estérifications d'acides phosphoniques, notamment de dérivés
gemdiphosphorés, en présence d'orthoformiates de trialkylgbti#nt toujours d'excellents
rendements(> 60 %). Dans la méme publication, Nicholsonmentionne que des essais
d'estérification par le diazométhane se sont soldés par un échec, I'ester subissant un réarrangement
phosphate-phosphon&#23 En utilisant I'orthoformiate de méthyle, il obtient alors le tétraester
avec un rendement de 70 %.

Spreché¥ dans un travail sur I'hydrolyse de monoester de phosphates et de phosphonates utilise

une estérification peu connue par des oxiranes. |l emploie soit un phosphonate monoacide soit un
phosphate diacide : (Schéma 2-65)

(@] (@]
0 ; s
n @) Dioxane TSN Ao AN AL
P + —ioxane ., ¢ 1“1 ToR + C4H-1 TOR (89)
CeHe” Cor AN A %0 675 0

OH \ OH \ OH

83 84 85 86
O O
" D|oxane ;:', OH (90)
RO~ \ OH /Q\ R'O” (o >
2
87 88 89
= Stéroide

Schéma 2-65 Estérification par des oxiranes

Il existe de nombreuses autres publications sur ce sujet.



83

2.3.2 Résultats et discussion sur la synthese
de 4

Les voies de synthése envisagées sont en tous points conformes au schéma rétrosynthétique
proposé (Schéma 2-57). Nous avons étudié les trois voies de synthese bien que nous n‘ayons pas
trouvé de travaux dans la littérature concernant la troisieme. C'est donc une réaction nouvelle qui a
été développée.

2.3.2.1Via le réarrangement de Beckmann (Voie n°1)

Le schéma de synthése retenu est le suivant : (Schéma 2-66)

+ NH,OHHCl — > N

[

\\O OH
72 71

P0Cl,” )

(EtO),(O)P, [O] O<P(O)(0Et)z
o e N

(Et0),(0)p" N | P(O)(OEY),
O H
4 70

Schéma 2-66 Synthése dé via la réaction de Beckmann (Voie n°1)

a. Synthése de la cyclobutanone-oxime 71

Comme aucun des articles cités dans I'étude bibliographique (8 a p 78) ne décrit la synthése

de la cyclobutanone-oximél, nous nous sommes donc inspirés de taniicleg4.76.77 pour
réaliser la réaction suivante : (Schéma 2-67)

2 </¥_o + 2 NH,OH.HCI + Na,CO, - 2 <>=N + 2 NaCl + CO, (92)
"OH + 3H,0

72 71

(4 5 2.5)
16 2 1

Schéma 2-67 Synthése de I'oxyme de la cyclobutandde
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La réaction se fait a température ambiante, la température ne devant pas dépasser 45 °C lors de
I'addition du carbonate.
On obtient des cristaux dd purs, avec un rendements de 75 % par rapport a la cyclobutanone.

b. Reéarrangement de Beckmann

Dans sa publicationyokomats@3 utilise deux phosphites différents : le phosphite de
diéthyle et le phosphite de triéthyle. Notre premier essai avec le phosphite de diéthyle s'est soldé
par un échec. Nous avons donc opté pour le phosphite de triéthyle selon le Schéma 2-68 :

<%N\ + P(OED); + POCI, ——122 (EtO)Z(O)PQ (93)
OH (EtO),(0O)P |\|1

71 70 H

Schéma 2-68 Réaction de Beckmann selon Yokomatsu

Par oxydation du produit réactionnel en présence d'acé&techloroperbenzoique, nous avons pu
observer en RPE le spectre a 27 raies du nitroxyde correspondant a I'aminobisphosphonate
L'étude RMN met toutefois en évidence la présence de plusieurs produits (6 pics en RFIN du
malgré toutes nos tentatives de purification (distillation, CCM) nous ne sommes jamais arrivés a
obtenir le produi¥ O pur .
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2.3.2.2Via l'acide (pyrrolidine-2,2-diyl)
bisphosphonique&’3 (Voie n°2)

Nous avons donc essayé le Schéma 2-69 suivant :

P(OH);  (HO),(O)P (EtO),CH (EtO),(O)P.

N (HO),(O)p” N (E10),(0)P” N
H H H
74 73 o0
94
’ " [O] 54
(EtO),(O)P. o
+ o
(Et0),(0)p" N
&
4

Schéma 2-69 Synthese dé via l'acide (pyrrolidine-2,2-diyl)
bisphosphoniqué3 (Voie n°2)

a. Synthése de l'acide (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonique 73

La réaction a été conduite selon le mode opératoire 5 du brevet de Boéfringeéaction
se fait a chaud (80 a 101) en prenant de nombreusesécautionslors de I'addition de
I'oxychlorure de phosphore car la réaction est violente et il y a un fort dégagement de chlorure
d'hydrogéne. Apres hydrolyse on obtient au bout de 48 h des cristaux d'une excellente pureté
(Schéma 2-70) et qui sont solubles seulement dans des solutions aqueuses basiques. Le rendement
de la réaction est de 18 % par rapport a I'acide phosphoreux.
Nous avons déterminé la structuret2par RX. Ces caractéristiques se trouvent dans la partie
expérimentale a la page 220.

1) P(OH)3/ POCIl3 /A (HO),(O)P
O:O 2) H,0 i >Q (99)

N (HO),(0p" 1
H H
74 73

Schéma 2-70 Synthése de l'acide (pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonit@ie
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b. Estérification de I'acide (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonique 73

A cause de l'insolubilité du compo3& et malgré plusieurs tentativesus n'‘avons pu
transposer la méthode délch84 a notre composé. Comme Nichol%nnous avons essayé
d'employer l'orthoformiate d'éthyle erhauffant sans obtenir aucun résultat. Nous avons
également essayé une estérification "plus classique", c'est-a-dire en utilisant I'alcool éthylique en
large exces. Ainsi que le signale Nichol$hra réaction méme aprés trois semaines, ne se fait
pas.

2.3.2.3Via la synthése en une étape de (pyrrolidine-
2,2-diyl)bisphosphonate de tétraéthyl® (Voie
n°3)

a. Synthese de (pyrrolidine-2,2-

diyl)bisphosphonate de tétraéthyle 70

Dans cette partie nous avons effectué des réactions qui ne sont pas décrites dans la littérature.
Lors d'essais préliminaires nous avons utilisé le phosphite de diéthyle sur la pyrrolidir-2-one
avec de I'éthérate diéthylique de trifluorure de borg.®Et) comme catalyseur (Schéma 2-71).

o:@ + 2 HP(O)(OEN), BF3.OEt2 Cat. _ (EtO)Z(O)P>O (96)
N

| 60 °C (EtO)(0)P" N
H H
74 (96) 70

Schéma 2-71 Utilisation de phosphite de diéthyle et
de I'éthérate diéthylique de trifluorure de bore(BfEt) comme catalyseur

Méme apreés dix jours de réaction on n'observe aucun signal RPE correspondant au nitroxyde issu
de I'aminophosphonate apres oxydation du mélange réactionnel av€&tR8A. L'analyse RMN
indiquait un avancement de réaction nul.

Nous avons décidé de nous inspirer largement du brevet dé4Zilidns un premier temps, nous
avons utilisé les mémes conditions de température et de neutralisation basique a la soude (afin
d'extraire la pyrroliding 0 de I'eau). Les rendements alors obtenus ont été médiocres (5 %) et la
pureté insuffisantanalgré les diversegechniquesde purification mises en oeuvréraitement
acido-basique, CCM préparative, coloncieromatographique)L'utilisation de I'ammoniaque
comme base n'a pas apporté d'amélioration. Malgré toutes les tentatives d'extraction, une partie du



87

produit restait en phase aqueuse : I'additiomd@PBA a la phase aqueuse conduit a |'obtention

d'un signal RPE de 27 raies. En mettant dans une solution aqueuse basique de I'acide (pyrrolidine-
2,2-diyl)bisphosphoniqu& 3 nous avonsobservé un signal RPE a 21 raies. Il semble donc
gu'une fonction ester phosphonique soit hydrolysée lors de la réaction. En effet, comme il est
indiqgué au 8 d p 56l'acide chlorhydriquea chaud peut hydrolyser les phosphonates. Or le
mélange réactionnel a été chauffé (entre 40 ef@0et au cours de laéactionnous avons
effectivement observé undégagementde chlorured'hydrogéne.Nous avons alorsrépété
I'expérience, toujours sous courant d'azote, mais en refroidissant par un bain eau / glace / sel lors
de la lente addition de I'oxychlorure de phosphore. Puis le mélange réactionnel a été laissé 5 heures
a température ambiante. On obtient alors le (pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonate de tétia@thyle

avec un rendement en brut de 75 %, pour une pureté de 75 %. Aprés un traitement classique acido-
basique le produif O est obtenu pratiquement pur avec un rendement de 50 % et peut étre utilisé
pour les étapes ultérieures sans traitement supplémentaire. La réaction a été étendue a différents
phosphites. La réaction avec le phosphite de triisopropyle est en tout point semblable a celle avec le
phosphite de triéthyle (rendement environ 45 %). Quand on utilise le phosphite de tri-n-butyle la
purification est plus délicate. Lors du traitement acido-basique, dans tous les cas la py@tlidine
passe dans la phase organique empéchant toute purification par cette méthode. On obtient alors
90 % de rendement en produit brut, contenant environ 50 % de phosphite de di-n-butyle. Par
contre, en effectuant la réaction en présence de phosphite de triphényle, nous n'avons pas obtenu
le (pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonate de tétraphéByettendu. Les produits formés n'ont pas

été identifiés. Nous ne sommes pas parvenus, non plus, a réaliser le tétrapt8akphoré

L'utilisation de laN-méthylpyrrolidin-2-one en présence de phosphite de triéthyle dans les mémes
conditions opératoires conduit a de moins bons rendements (17 %) (syntB&83%e de

(iPrO),(O) P>O (nBuO)»(0) P>O (PhO)»(0) P>O (EtO),(0) P>O

(iProp(O)P” N (nBuO)z(0)P~ N (PhO)(O)P" N (EtO)(0)P" N
H H H CH,
90 o1 92 93

(E0),(O)P
(E10),(O)P. P(O)(OEt) P(O)(OE) 2
? >O< ? 4’~N—< ’ CH3-CH2—|—N

(Et0)2(0)P” "N” “P(0)(OEY), L P(O)(OE), (E10),(O)P gl\@
H
94 95 96

Schéma 2-72 Diverses molécules gem-diphosphorées

Nous avons également réalisé des essais sur des amides acycliques. Nous avons alordlebtenu le
benzylaminopropan-1,1-ylidéenebisphosphonate detétraéthyle 96 a partir du N-

benzylpropionamide avec un rendement en brut de 78 % et une pureté de 90 %. S.9Gripmaldi
collaboration avec nous, a synthétisé leN-tertiobutylaminométhylénebisphosphonate de
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tétraéthyle95 avec un rendement de 56 % apres purification, dont le mode opératoire se trouve en
annexe p 267.

Grace a I'ensemble de ces résultats, nous pouvons proposer un mécanisme pour cette réaction qui
se trouvent en annexe p 268. La premiere étape est similaire a la premiere étape de la réaction de
Vilsmeier-HaaR®.

Les spectres de RMN denolécules70 et 90 présententdes caractéristiguesntéressantes.
Résultantd'un couplageentre les deux noyaux de phosphat@miquementéquivalents, les

carbonesx et 3 (Schéma 2-73) devraient apparaitre comme des quintuplets du deuxiéme ordre

(AA'X) dans les spectres RMRC. Cependant, les deux lignes externes ne sont pas observées ce

qui indique qu€&’J, .. > 1591, Si nous considérons qdé., est négligeable alors les valeurs des
difféerentesconstantes deouplageont été mesuréedirectementa partir destriplets virtuels

observési . (+'Jege) = 5,3 Hz," 3o, p(+*dogp) = 5,8 HZ,%Jye = 5,5 Hz,%Jp = 7,2 Hz pour
70 et (+Jc0p)= 6,2 HZ,20epp (+e0p) = 6,7 HZ,2 35 = 6,2 HZ, 20,5 = 6,7 Hz pour9O.

Nous n'avons pas observé de couplages efiteeCd'2.

O Cp1
i, O~ CaCp: ﬁ/O-COf P
P = Cp2
O—-CzCq \ Cpr'
N O-Cg4-
. P N P B2
H H

Schéma 2-73 Découpage des atomes de carbone dare90

2.3.2.40xydation du (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonatede tétraéthyk® - Synthese
du 5,5-bisdiéthoxy phosphoryl-3,4-dihydro-2H-
pyrrole-1-oxyde (DPBO%

La réaction a été conduite en présence de différents oxydants. Nous avons d'abord effectué
une oxydation par l'acidemétachloroperbenzoique dans le chloroforme ou le dichlorométhane.
L'oxydation en présence deCPBA ne nous a pas permis d'obtenir la nitrdremrrespondante.

Il se produit apparemment une suroxydation accompagnée d'une ouverture du cycle telle que I'a
décrite Bapat (Schéma 2-74 et Schéma 2-75).
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-+ 10,4

<‘>\H > @O —4> @OZH (97)
= I Il
O OH O

Schéma 2-74 Oxydation des nitrones par un periodate

[N, —2eon, [y Q;
> >
4. e}
H +
\. . 0—0— ~ 9
O @) H Ar O}ﬁYAr

97 08
99 O
(98)
—_— Ho . > WOH

N N

I O I O
o) 0

100 101

Schéma 2-75 Oxydation des nitrones par |'aciaetachloroperbenzoique

Les dérivés nitroso présentent une couleur bleue caractéristique, méme a tres faible concentration,
ce qui permet de les détecter facilemedrd.dérivé nitroso formé est trés sensible a la lumiére et
produit alors des radicaux carbonés qui peuvent réagir sur une autre molécule de nitroso (8 3.1.1.2
page 138) (Schéma 2-76).

hV ° L4
R™ “N=0 » R—C + N=O (99)

Schéma 2-76 Réaction des dérivés nitroso avec la lumiére

Nous avons ensuite tenté |'oxydation®®en nitrone par de I'eau oxygénée, en présence
d'un catalyseur : dioxyde de sélénium ou tungstate de shdilans les deux cas, I'oxydation n'a

pas lieu et on retrouve le produit de départ. L'utilisation du complexe urée-eau oR§gé€hée
révele également inefficace.
Nous avons alors utilisé le diméthyldioxirane (DMD) 2 que nous avons préparé selon le

mode opératoire de Adaft (Schéma 2-77).

H,O, NaHCO HC_ o
Y + KHSOg 2 3, ><| (100)
0 5-10 °C Hye” O

102
Schéma 2-77 Synthese du DM02
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On obtient des solutions de DMD environ 0,09 M dans l'acétone (environ 5 % de rendement).
L'utilisation du DMD a été couronnée de succes : (Schéma 2-78)

HsC
(EtO)Z(O)P>O ey ><g _»(EtO)z(O)P>© . Z\él/ + R0 (101)

t 3 t

(Et0),(0)P” N HaC (Et0),(0)P” N
H O
70 102 4

Schéma 2-78 Oxydation d&’ 0 par le DMD

En pratique, 1,8 équivalent de DMD suffisent pour effectuer la réaction. Aprés chromatographie
sur couche mince préparative, le rendement en nit¢@dBO) est d'environ 20 %. La DPBO
pure n'est pas trés stable (méme a -20 °C) et se conserve mieux en solution dans le benzene.
Des essais effectués par Barbati au labordf&imontrent qu'en employant un seul équivalent de
DMD, il est possible de s'arréter au stade de I'hnydroxylamine. Dans ces conditions, nous avons en
effet obtenu I'hydroxylamine avec une pureté d'environ 88.%lous avons ensuite oxydé cette
hydroxylamine en présence de 1,5 équivalent d'oxyde de mercure jaune selon le mode opératoire
de Cicchif%4, Le rendement global de la réaction (a partir de la pyrrolidideest de seulement
5 % apreés purifiaction par chromatographie sur couche mince.

Nous avons également préparé le DMBitu en milieu biphasique en oxydant de I'acétone

par I'oxoné0%s (Schéma 2-79). Par cette méthode nous obtenons les mémes rendements que dans
le cas ou on prépare une solution de DMD mais la mise en oeuvre de la réaction est beaucoup plus
facile.

(EtO)2(O)P. 4 éq. Oxone (EtO)»(O)P.
>O CH3C(O)CH,, CH,CI, >Q

-+
H nBu,N*HS04" o
70 pH:7.5-8,0°C 4

Schéma 2-79 Réaction de Brik
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2.3.2.5Conclusion sur la synthése dk

Grace a la mise au point d'une réaction en une étape permettant d'obtenir la pyf#6lidine
avec de bons rendements et de fagcon peu onéreuse, nous avons pu, malgré le faible rendement des
réactions d'oxydation, obtenir la nitrodeLes deux autres voies nous ont permis toutefois des
études intéressantes qui sont rapportées au 8§ 3.2.5 p 186 pour ce qui concerne l'acide (pyrrolidine-
2,2-diyl)bisphosphoniqué& 3. La réaction présentée par Yokomatsu, bien qu'intéressante, ne fat
pas généralisable dans notre cas.

2.4.SYNTHESE DU 2,2-DIMETHYL-4-
DIETHOXYPHOSPHORYL-3,4-DIHYDRO-
2H-PYRROLE-1-OXYDE (DOP-PD) 5

2.4.1 Etude bibliographique de la synthese dé&

Pour la préparation de cette nitrone, nous avons envisageé plusieurs voies rétrosynthétiques :
(Schéma 2-80 et Schéma 2-81)
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P(O)(OEt),

N
\

o)
0
NO, H
103 \ P(O)(OEt),

O

P(O)(OE),

;

NO, HO
Chemin A 105

Br Br
N o e S
O — O
NO, H NO, HO
104 106
Chemin B
X o TP N o
NO, H NO, HO
65 107

|
>*_N02 * ~— \=o0

64 30

Schéma 2-80 Schéma rétrosynthétique faisant appel a des réactions classiques (Voie n°1)
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P(O)(OEY), P(O)(OEY), P(O)(OEY),
i — 0 — 0
N’ NO, H NO, OEt
@)
5 103 108

O M

+ —  — * >_NO
AN, T E0LTTPOIOEY, Etoch\P(O)(OEt)z i

111 110 109 64

Schéma 2-81 Schéma rétrosynthétique avec introduction
précoce du phosphore (Voie n°2)

2.4.1.1Via des réactions classiques (Voie n°1)

a. Synthése du 4-méthyl-4-nitropentanal 65

La synthese d&5 a été décrite au paragraphe b page 66.

b. Synthése du 2-bromo-4-méthyl-4-
nitropentanal 104

La bromation directe e d'un aldéhydese révéle difficile et il existe un nombre tres

restreint de publications traitant de ce sujet.

¢ Syntheése via un éther d'énol silylé106

La réaction décrite par Reuss est la suivante : (Schéma 2-82)

R P Me,sicl R,  OTMS X X. L
V4 3 - >_<— —2 . R >_< (103)
R, H =M Rz H R, W
X =Br, CI

Schéma 2-82 Réaction de Reuss
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¢ Utilisation de résine échangeuse de cations

Bonginit07 utilise une résine perbromée dérivée de I'amberlyst A-26, et effectue avec celle-ci
la bromation de nombreux composés avec des rendements intéressants.

¢ Synthése via un acétate d'énol108

Bedoukian présente un moadpératoire contenantun nombre d'étapes supérieur aux
précédents (Schéma 2-83).

CH3COOK
CH3(CH),CH,CHO + (CH3C0),0 ————"» CHz(CH»),CH=CHOCOCH; + CH3COOH

112 113 114

CH3(CH2)4CH:CHOCOCH3 + Bry

» CH3(CH2)4CH'CHOCOCH3
1 ]

Br Br
114 115
(104)
CH3(CH,),CH-CHOCOCH; + 3 MeOH ——» CHy(CH),CH-CH(OMe), + CHzOCOCH; + HBr
1 1 1
Br Br Br
115 116
CH3(CHy)4,CH-CH(OMe), + H)O + HCI —» CH3(CHy)4,CH-CHO
1 1
Br Br
116 117

Schéma 2-83 Bromationvia un acétate d'énol

¢ Ultilisation du 5,5-dibromo-2,2-diméthyl-4,6-dioxo-
1,3-dioxanel09

Bloch propose un nouvel agent de bromation, prépgrértir de l'acidemaloniquevia

I'acide de Meldrum, pour les composés carbonylés saturég3eimsaturés, permettant d'obtenir

de meilleurs rendements et une meilleur sélectivité sans addition de catalyseur (Schéma 2-84).

o) o)
R o) Br o) Tl /o o)
K (- (X am
R> R Br 0 Br R3 o}

o o}

118 119

Y
)
N

Schéma 2-84 Bromation par I'acide de Meldrum
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¢ Bromation directe

Chamberlidl0 dans la synthése de la bizhydroxyprogestéronetilise une méthodede

bromation simple, dans le chloroforme en présence de carbonate de calcium en poudre, et renvoie a
une publication de Heilbron.

¢ Synthése en présence de dioxane

Duhamelll, aprés avoir constaté la difficulté a séparer le dioxane etlesmoaldéhydes,

a mis au point une réaction dans I'éther anhydre, n'utilisant qu'une quantité catalytique de dioxane.

¢ Synthese en présence d'acide acétique et
d'eaull?

Dans ce cas le brome est simplement additionné sur lI'aldéhyde en solution dans de I'acide

aceétique agueux avec un controle de la température.

c. Synthese du (1-formyl-3-méthyl-3-nitrobutyl)
phosphonate de diéthyle 103 par la réaction
d'Arbuzov

La réaction d'Arbuzov a été décrite au paragrappage 59.

d. Oxydation de 65 en acide 4-méthyl-4-
nitropentanoique 107

Diverses méthodes d'oxydation des aldéhydes en acides existent, mais nous nous sommes
limités aux méthodes faisant appel a des réactifs d'oxydation simples.

¢ Oxydation a l'acide nitrique

Moured13 utilise I'acide nitrique fumant pour oxyder de petites quantités d'aldéhyde, et ne
travaille en aucun cas avec de grandes quantités car une réaction explosive peut alors avoir lieu.
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¢ Utilisation de lI'oxyde d'argent

Campaigné&l4indique une méthode utilisant I'oxyde d'argent en milieu basique, dans son
cas en présence de soude, et obtient des rendements élevés.

¢ Oxydation au permanganate de potassium /
acide sulfurique

Ruhoffl15 présente une oxydation a l'aide de permanganate de potassium, dans un milieu
contenant de l'acide sulfurique dilué. Il obtient d'aussi bons rendements que Cakifiaigne

¢ Oxydation au permanganate de potassium /
acétone / sulfate de magnésium

La méthode de Parrineli&, tout en utilisant le méme réactif, le permanganate de potassium,

differe par le solvant utilisé, ici I'acétone, et par la présence de sulfate de magu@sisine
milieu.

¢ Utilisation du N-bromosuccinimide

La méthode utilisée par Gilm&¥ fait intervenir duN-bromosuccinimide, en solution dans
le tétrachlorure de carbone, en milieu rendu basique par la présence d'ammoniaque.

¢ Reéactif de Jones

De Laszld18 dans une synthése trés élaborée utilise au moment de I'oxydation de I'aldéhyde
le réactif de Jones.
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e. Reéduction de 105 en (1-formyl-3-méthyl-3-
nitrobutyl) phosphonate de diéthyle 103

Il n'existe que peu de réducteurs qui permettent de réduire de maniére sélective la fonction
acide en aldéhyde.

4 Utilisation du diboranel119
Brown dans ses études si@s composédorés, présente la synthese et l'utilisation du

diborane. Celui-ci permet une réaction sélective, rapide et simple, sur les fonctions carboxyliques.

¢ Réduction a l'aide du borohydrure de lithium120

La préparation du réactif est simple et amplement décrite par Schlesinger, il indique que de
tous les borohydrures de métaux alcalins celui de lithium donne les meilleurs résultats.

¢ Utilisation du triméthoxyborohydrure de sodium
[NaBH(OCH,),J121

Selon Brown, ce réactif est meilleur réducteur que ceux cités précédemment et présente la
plus grande stabilité.

f.  Cyclisation de (4-méthyl-4-nitro-1-oxopentan-
2-yl)phosphonate de diéthyle 103

La cyclisation par réduction du groupement nitro en présence d'un groupement carbonylé a été
décrite au paragraphe c page 67.
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2.4.1.2Via l'introduction précoce du groupement
phosphoreé (Voie n°2)

Cette voie est fondée sur l'introduction précoce du groupepiesgphoré. Ainsi que le

mentionne Minami22, les vinylphosphonates daialkyle sont des synthongrésentantune
versatilité intéressantegrace aux nombreusepossibilités de greffage de groupements
électroattracteurs.

a. Synthése de I'ester carboxylique du
vinylphosphonate de dialkyle

Nous ne présentons ici que les synthesewindphosphonatede dialkyle portant des
groupements esters (E = () (Schéma 2-85).

A

E” ~P(O)(OEY),

Schéma 2-85 Formule générale des vinylphosphonates

La synthése des vinylphosphonates de dialkyle contenant des groupements E autres que des esters

carboxyliques est décrite dans la revue de MiddmNous présenterons icdeux méthodes :
I'élimination oxydative d'organosulfényle ou d'organosélenyle (méthode A) et la déshydratation de

B-hydroxyéthylphosphonates (méthode B).

¢ Meéthode A

Heathcock23 propose une synthése utilisant le sélénium (Schéma 2-86).

COZEt 1) NaH, THF, O OC Phs COZEt H202 COZEt (106)
> ej\ —_—
)\ P(O)(OEt), 2) PhSeBr P(0)(OE), CH,Cl, / H,O P(0)(OE),
120 121 109

Schéma 2-86 Synthése des vinylphosphonates de dialkyle
via un organosélénié

Le rendement global a partir @20 est de 82 %.

En utilisant le méme produit de départ,Minamil24 synthétisel09 en passant par des
organosulfurés selon : (Schéma 2-87)
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(@)
COEt 1) NaH/PhSCI, THE 1] COEt A :CozEt 107)
) R ————
120-150 °C
P(O)(OEY, 2 NalOa/EtOH >l P(O)(OEY), P(O)(OEY),
120 122 109

Schéma 2-87 Synthése des vinylphosphonates de dialkyle
via un organosulfuré

Le rendement global des deux étapes est la aussi de 82 %. Selon 'auteur I'ester peut étre remplacé

par un nitrilé 24,

¢ Méthode B

MclIntosH25 indique une méthode classique en deux étapes glot@nir le produitl25
désiré (Schéma 2-88).

OH

PN MeOH /I:

(CH0)n + N Me0,C” “P(O)OEY), Piperidine Cat.  NMe0,C~  P(O)(OE),
(111), 123 A 124

TsH (108)
Toluene

A

MeO,C~  P(O)(OEt),
125
Schéma 2-88 Synthese degnylphosphonates de dialkyle

via un B-hydroxyéthylphosphonate

Le rendement global des deux étapes est de 76 %. Selon Mcintosh, d'autres aldéhydes peuvent
étre employég5. Deux variantesexpérimentalesont proposées Semmelhack’® propose de

légéres modifications par rapport & Mc Intosch (pipéridine a concentration plus élevée, utilisation
d'acide phosphorique au lieu d'acide paratoluene sulfonique) mais les rendements obtenus sont
plus faibles (28 % avec l'ester méthylique, 41 % pour l'ester éthylique). Tdyliditise un ester

silylé avec la méme procédure qgue Semmehack et obtient de meilleurs rendements (78 %).
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b. Condensation du carbanion du 2-nitropropane

L'addition 1,4 du carbanion du 2-nitropropane a été décrite au paragraphe b de la page 66.

c. Reéduction d'un ester en aldéhyde

La réduction dugroupementdialcoxycarbonyleest délicate car les groupements nitro et
diéthoxyphosphoryle présents dans la molécule doivent étre préservés. Pour cela on doit éviter
d'employer des réducteurs classiques comme I'hydrure de diisobutylaluminiBa),&IH ou
DIBAL-H) (réduction du nitro en amiiés), I'nydrogene lorsd'une hydrogénationcatalytique
(réduction du nitrd@8, I'hydrure de lithium-aluminium (AILiH) (réduction du nitro en amihe&
et réduction des phosphonates en phosphféSchéma 2-89)), I'nydrure d'aluminium (At
I'hydrure de dichloroaluminium (AIHGQ)I (réduction des phosphonates en phosph#ies

O O
EtO\II Il _OEt A|LiH4 N
P—=—P/ —_— ,P /H (109)
Et0” S OEt W TR

126 127

Schéma 2-89 Réduction de phosphonate par I'hydrure de lithium-aluminium

Rhomberg et colt31 réduisent de nombreux dérivgentavalentsdu phosphore en dérivés
trivalents grace au couple tétrafluoroborate de triéthyloxonium - magnésiyre{BF/ Mg) :
(Schéma 2-90)

R1 + - Rl R1
R—p=o ——0 8% om0 g _MI o ) (110)
2—|_ - 2 1 4 MeOH 2—|
R, Rs Rs

avec: a:R;=R,=R3=phényle
b: R; =R, = phényle, R;= O-éthyle
c: Ry = phényle, R, = Rz = O-éthyle

Schéma 2-90 Réduction de dérivés pentavalents du phosphore
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¢ Réduction 1 : Arrét au stade aldéhydique

Il existe trés peu de publications sur ce sujet. Zakh&kjpropose I'utilisation d'hydrure de
sodium-aluminium (NaAlg) a basse température selon le Schéma 2-91.

OR'
|

4 RCOOR' + NaAlH, —= (R—C—0—),AINa
|
H

H,0O

4 RCHO  (111)

Schéma 2-91 Réduction d'un ester en aldéhyde
par I'hydrure de sodium-aluminium

La réaction est réalisée dans le THF ou dans un mélange THF / pyridine a basse température (-65 a
-45 °C). Expérimentalement, les auteurs ont constaté que les esters aromatiques doivent réagir plus
longtemps et a plus basse température que les esters aliphatiques. Les rendements sont également
moins bons. La réduction éventuelle d'autres groupements n'est pas indiquée.

Un article de Che83, en 1987, propose une méthode novatrice conduisant a des rendements élevés
(> 90 %). Les auteurs affirment que si I'hnydrure de lithium-aluminium (AlLgdsséde quatre
équivalents en hydrure, ce qui est suffisant pour réduire I'ester en alcool, toutefois en présence
d'un exces de diéthylamine, seulement un équivalent hydrure est disponible pour la réduction. Les
autres hydrures (Alf) sont conservés dans womplexealane-aminestable. En 1990, une
correction a été publiée concernant cet article : les rendements réels varient en fait de 45 a 85 % et
de plus, l'excés ddiéthylaminedoit étre évité car il se forme uncomplexe d'hydrure de
tris(diéthylamino) de lithium-aluminium (LIAIH(NE},), non réactif. Dans les deux cas, il n'y a
aucune précision sur la réduction éventuelle d'autres groupements.

En 1992, Ch&4reprend son étude avec I'hydrure de tris(diéthylami)ithium-aluminium
(LIAIH(NEL,),) (LTDEA).

RCOOR' + Li(Et,N)zAIH » RCHO (112)

1-H2 (113)
3 Et,NH + LiAlH,

Schéma 2-92 Réduction d'ester par LTDEA

La préparation du LTDEA se fait a 0 °@vec troiséquivalentsde diéthylaminedans le THF
(réaction (114), Schéma 2-92). La réaction (113) est réalisée alors a -78 °C et les rendements vont
de 60 a 90 %. Par cette méthode le groupement nitro du 4-nitrobenzoate d'éthyle n'est pas réduit.
En 1995, les mémes autelds proposent I'utilisation dd'hydrure de tris(diéthylamino) de
sodium-aluminium (STDEA) obtenu par : (Schéma 2-93)
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NaAlH, + 3 Et,NH %» Na(Et,N);AIH + 3 H, (114)
Schéma 2-93 Synthése du STDEA

Les rendements sont sensiblement moins bons qu'avec le LTDEA. D'apreés les auteurs, I'hydrure
de tris(diéthylamino)de sodium-aluminiumSTDEA est unréducteurplus doux et donc plus
sélectif que I'hydrure tris(diéthylamino) de lithium-aluminium LTDEA.

L'utilisation de dérivés aluminiques avec différents groupements contenant des amines fait I'objet
d'une revue de Murald®. Les rendements sont variables (de 16 a 80 %) et sont fonction de la
stoechiométrie ester-réactif, de I'ester et du groupement contksraite (souvent unamine

inclue dans un cycle a six chainons).

En 1962, Zakharki¥$2 propose lui aussi une méthode employant un dérivé aluminique : (Schéma
2-94)

OR'
I H,O

RCOOR' + (i-C4Hg),AlH —> R—CIZ—O—AI(i-C4H9)2 —2>> 4 RCHO (115)
H

Schéma 2-94 Réduction d'ester par le DIBAL-H

La réaction se fait a -70 °C dans le toluene, I'hnexane ou I'éther diéthylique. Les rendements sont
alors compris entre 48 et 9%. Les rendementsobtenus avec les esteatiphatiquessont
supérieurs a ceux obtenus avec des esters aromatiques. La nature du solvant joue un réle
important : les rendements dans I'hexane ou le toluene sont d43.0%& supérieurs a ceux
obtenus dans I'éther diéthylique. Le groupement nitqe-kitrobenzoate d'éthyle n'est pas réduit,

ce qui est en contradiction avec ce qui a été dit dans l'introduction sur la réduction des esters (§ ¢
page 100). Zakharkid’ réduit également les esters, les amides et les nitriles en aldhyde avec le
dihydrodiisobutylaluminate de sodium (NaAl(iBu)HLes rendements sont variablée 26 a

94 %).

Brown!38 fait une étude poussée (différents substituants sur le cycle, température, stoechiométrie)
sur la réduction d'esters phénoligues pad'hydrure de trit-butoxy de lithium-aluminium
(LIAIH(tBuQ),). Les rendements sont tres variables (de 0 a 80 %). L'avantage de ce réactif est
d'étre inerte vis a vis de plusieurs autres groupements fonctionnels. Notamment, le groupement
nitro du p-nitrophényle n'est pas réduit dans ces conditions.

Lors de la synthése totale et stéréospécifique de I'estrone, Bfttlétuit un ester méthylique en
aldéhyde  par I'nydrure de bis(2-méthoxyéthoxy) de sodium-aluminium
(NaAIH,(OCH,CH,OCH,),) (Red-Al), avec un rendement de 95 % (Schéma 2-95).
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COzCHS Red-Al CHO
THF
RO 3h,-75°C RO

128 129
R = CH3

(116)

Schéma 2-95 Réduction par le Red-Al

¢ Réduction 2 : Réduction compléte jusqu'au
stade alcool

Nous ne présentons ici que des méthodes simples, mais faisant surtout appel a des réactifs
respectant les groupement nitro. Par ailleurs, ces réactifs, bien que peu de publications existent a ce
sujet, ne doivent pas réduire le groupement phosphonate (comme par exemplé BBIDEL

qui réduit les lactamé40 et pas les phosphonates).

Brown en 198241 présente une étude sur I'effet du cation et du solvant dans la réduction des
esters carboxyliques par les borohydrures salins. Son étude se limite aux cations lithium, sodium
et calcium (LiBH, NaBH, et Ca(BH),), bien que d'autres cations soient cités dans son article.
Dans I'éther la réactivité decroit selon I'ordre LiBBa(BH,),>NaBH,. Par contre dans I'éthanol

I'ordre de réactivité devient Ca(Bs>LiBH,>NaBH,. Les réactivités de LiBHdans I'éther et le

THF, de Ca(BH), dans le THF et le propan-2-ol et de NgBHans I'éthanolsemblent
intéressantes pour la réduction des esters. Cependant, les alcools ne sont pas utilisables comme
solvants pour les réductions a température élevée car ils se décomposent rapidement. En utilisant
les réactifs en quantité stoechiométriqgueon obtient rapidementles alcools correspondant aux

esters.

Santaniello utiliselui aussi NaBH mais cette fois dans lepolyéthyleneglycol400l42. Les
rendements sont supérieurs a 65 % et les groupements nitroaromatiques ne sont pas réduits dans
ces conditions.

Kikugawa, en 1975'3, propose une autre fonction azotée: l'anilide. Les rendements varient de 64

a 97 %. De nombreuses fonctions ne sont pas touchées par cette procédure.

Soat44 propose une fonction oxygénédaaplace d'une amine pour modérer laéactivité de

I'nydrure. Les auteurs effectuent la réduction d'un ester par le borohydrure de sodium en présence
de 2-méthylpropan-2-ol et de méthanol. Les rendements sont supérieurs a 78 %.
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d. Cyclisation de (4-méthyl-4-nitro-1-oxopent-2-
yl)phosphonate de diéthyle 103 en 2,2-
diméthyl-4-diéthoxyphosphoryl-3,4-dihydro-
2H-pyrrole-1-oxyde 5

La cyclisation d'un nitroaldéhyde par réduction du groupement nitro a été décrite aul& c de

page 67.

2.4.2 Résultats et discussion sur la synthese
de 5

2.4.2.1Via des réactions classiques (Voie n°1)

Lors de la synthése de la moléclg3 nous avons tout d'abord suivi le schéma réactionnel
A. Celui-ci s'étant avérérréalisable,nous avonsétudié une autre voieschématiséepar le
chemin B.

a. Voie n°l1 Chemin A

Le premier chemin réactionnel utilisé est le suivant : (Schéma 2-96)

Br
S0 o — X o — X
NO, H NO, H

64 30 65 104
(117)
Y
P(O)(OEY), P(O)(OEY),
i/ ~ O
N NO, H
|-
o}
5 103

Schéma 2-96 Synhese d& voie n°1 chemin A
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¢ Synthese du 4-méthyl-4-nitropentanal 65

Plusieurs méthodes dmondensatioront étésuccessivemengssayées, ainsi la synthese
utilisant le Triton B comme catalyseur et I'acétonitrile comme solvant n'a pas donné le résultat
escompté. De méme l'utilisatiadiéthanolate de sodium, que l'addition ait lietedpérature
ambiante ou a basse température, ne conduit pas a l'ald@bydendu, mais donne lieu a une

polymeérisation importante.
Nous avons finalement préparé l'aldéhgdeen quantité importante en utilisant la triéthylamine

comme base dans l'acétonitrile et un temps de réaction d'une soixantaine®'heures

¢ Syntheése du 2-bromo-4-méthyl-4-
nitropentanal 104

La bromation est une étape délicate. Que ceaitles méthodestilisant le brome en
présence de carbonate de calcium, de dioxane, d'acide acdiguecore lanéthodefaisant
intervenir un agent bromant synthétisé a partir de I'acide de Meldrum, on n'obtient dans aucun des

cas |I'a-bromoaldéhydeattendu. Ces échecs nous ont conduits a abandaettervoie de

synthese.

b. Voie n°1 Chemin B

A partir du nitroaldéhydé5, nous avons alors entrepris une variante faisant intervenir la
bromation de l'acid&07 dérivé (Schéma 2-97).

Br
X o — X o — X e
NO, NO, OH NO, OH
65 107 106
(118)
Y
P(O)(OEY), P(O)(OEY), P(O)(OEY),
) S — O < o)
N NO, H NO, OH
o)
5 103 105

Schéma 2-97 Synhese d& voie n°1 chemin B
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¢ Oxydation du 4-méthyl-4-nitropentanal 65 en
acide 4-méthyl-4-nitropentanoique 107

L'oxydation de l'aldéhyd65 a été effectuée en présence de plusieurs réactifs. Les oxydants
étudiés, KMnO, / MgSO,, m-CPBA, KMnO, / H,SO, n'ont donné aucun résultag'est

uniguement aprés l'addition d'eau dans le milieu que KM@gSQO, nous a permis d'obtenir
l'acide107 attendu.

¢ Bromation de l'acide 4-méthyl-4-
nitropentanoique 107

La méthode de bromation utilisée a été testée avec succes sur I'acide valérique, en revanche
nous ne sommes pas parvenus a bromer l'a€ide

L'a-bromoacidel 06 n'ayant pu étre préparé, nous n'avons pu poursuivre le schéma de synthése.

c. Conclusion sur la voie n°1

Cette voie a échoué au niveau de I'étape de bromatiandam aldéhyde ou d'un acide.

Effectivement, seul un faible nombre de publications sont consacrées a des réactions de ce type.

2.4.2.2Via l'introduction précoce du groupement
phosphoré (Voie n°2)

Nous avons retenu le schéma suivant : (Schéma 2-98)
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OH

MeOH /[

> EtO,C P(O)(OEt
Piperidine Cat. 2 (O)(OE),

CH,O + Et0,C” “P(O)(OE),

111 110 A 130
TsH
Toluene
A
\
P(O)(OEY), P(O)(OEt),
>—N02
O m o £ J\ (119)
EtsN,CH3CN /
NO, H NO, OFEt EtO,C P(O)(OEt),
103 108 109
Zn/AcOH
EtOH
P(O)(OEt),
+ 2
N
&
5

Schéma 2-98Synthés& par la voie n°2

a. Synthése du vinylphosphonate de diéthyle 109

Nous avons effectué la synthése selon le mode opératoire del¥aylqres dissolution du
paraformaldéhydedans du méthanol en présence de pipéridine, oajoute a froid le
diéthoxyphohorylacétate d'éthyled 0. On chauffe a reflux et on refroidit. Le méthanol est alors
évaporé et le mélange est repris avec du toluéne en présence d'acide paratoluénesulfonique dans un
Deanstark, purifié par distillation. Le rendement est de 21 %. La réaction est sensible a la pureté de
la pipéridine et aux proportions des différents réactifs et solvants intervdaastlapremiére
étape.

b. Synthése du 2-diéthoxyphosphoryl-4-méthyl-4-
nitropentanoate d'éthyle 108

L'addition d'un carbanionsur un systeme conjugué est umactionclassique et a été
effectuée selon le modeopératoire d'Ond6. Dans un ballon, onintroduit ensemble le
vinylphosphonatede diéthyle 109, le 2-nitropropane64 et la triéthylamine (en quantité
catalytique) dans l'acétonitrile. On laisse sous agitation a température ambiante pendant 70 heures.
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Apres traitement classique, on obtient un rendement de 90 %. La pureté est suffisante pour la suite
des opérations.

c. Réduction du 2-diéthoxyphosphoryl-4-méthyl-
4-nitropentanoate d'éthyle 108

Nous avonsalors effectué nos essais sur un produit que nous avons synthetisé, le 2-
diéthoxyphosphorylpentanoate d'éthgl@l (Schéma 2-99) a partir de I'acide 2-bromovalérique.

Nous avons tenté une réduction selon la méthode de Zak#@rf@chéma 2-99).

EOLOR 4 A EOLOR g
4 HyC—(CHp),=CH-C. THF“ > 4 HC—(CHy,),-CH-C. (120)
OEt H
131 132

Schéma 2-99 Reéduction par NaAllH

Tous les essais se sont avérés infructueux et ntsnsrécupéréque les produitsnitiaux
présentant de surcroit une odeur forte et désagréable. Nous avons essayé de réduire un produit
commercial,le diéthoxyphohorylacétatd'éthyle 110. La aussi nousi'avonsobtenu que du

produit de départ. Toutefois des essais concluants sur des esters non phosphorés (propanoate de
méthyle, Iévulinate de méthyle) donnent de bons résultats.

Nous avons aussi essayeé d'utiliser une réduction cyclisante par du borure de nickel. Nous avons

utilisé sans succes le mode opératoire décrit par®shyous n'avons pas pu caractériser la
lactone attendue, car le nombre de produits formés est assez important. Ce fut le méme cas lorsque
nous avons voulu obtenir la méme lactone par réduction du groupement nitro en amine par du

formiate d'ammonium avec du palladium sur charbon en quantité catal§fique

d. Autres voies d'approche

Nous avons donc tenté d'utiliser le formylméthylphosphonate de diéthyle a la place de I'ester
151. Sa synthese est décrite par Gryszkiewicz-Trochimd#sHi est obtenu avec un rendement
de 41 % avec une bonne pureté d'aprés les analyses RMIC et*'P.
Nous avons alors appliqué le mode opératoire de T&y/ldDes la premiere étape, on obtient un
nombre élevé de produits (plus de 10 pics entre 24 et 25 ppm en*fyidhviron 30 produits
d'apres la CCM). Dans les deux cas nous n‘avons pu identifier le produit attendu.
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e. Conclusion Voie n°2

L'intérét de cette voie consistait en lintroduction précoce du groupement
diéthoxyphosphoryle et permettait d'éviter |'étape de bromatiandamn aldéhyde ou d'un acide.

Toutefois, nous ne sommes pas parvenus a effectuer la réduction de I'ester carboxylique, qui se
fait généralementvec de bons rendements. Par ailleurs, les vinylphoshphonatdmlkige

(Schéma 2-85) substitués par des groupements électroattracteurs (fRz-Ci@0) ont une forte
tendance a la polymérisation, comme l'acroléine ou les acrylates.

2.4.3 Conclusion sur la synthése du 2,2-
diméthyl-4-diéthoxyphosphoryl-3,4-
dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde 5 (DOP-PD)

Malgré nos différents essais nous n‘avons pas obtenu la molécul® cilds différentes
voies de synthése testées n'ayant pas permis d'obtenir le nitroaldédy.dé est a noter que
nous avons rencontré des problemes lors de la mise en oeuvre de réactions "simples" (bromation
ou réduction), bien que dans les deux cas il n‘existe que peu de publications.
Bien que les réductions d'ester soient en général faciles, la présence du groupement phosphoré en

positiona semble empécher la réaction (il pourrait s'agir d'un phénomeéne lié a I'encombrement

stérique qui génerait I'approche du réducteur).
Une troisieme voie passant par une énamine a €té envisagée (Schéma 2-100), mais nous
n‘avons pu l'entreprendre par manque de temps.

P(O)(OE), P(O)(OE), P(O)(OE),
p — >(_<FO — WND
N NO, H NO,
&
5 103 133

|
}NO2 + io —— WO —— WND
NO, H NO,

64 30 65 134

Schéma 2-10Q Rétrosynthese depassant
par une énamine
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2.5.SYNTHESE DU 2-

DIETHOXYPHOSPHORYL-2-METHYL-5-
PHENYL-3,4-DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-
OXYDE (DEPMPO-Ph) 6

2.5.1 Etude bibliographique de la synthese dé

Dans laDEPMPO 2, la présence dgroupementphosphoré en position &duit une
augmentation importante de la persistance de I'addusugeroxyd&?.56.148-150 pgr ailleurs,

dans des articles assez récEritd 52 Janzen signale également une augmentation de la stabilité de
cet adduit pour des nitrones portant un groupement phényle en position 5. Nous avons essayé de
préparer et tester une nitrone portant a la foisgroupementphényle en position 5 et un
groupement diéthoxyphosphoryle en positiorLa. aussi nous avons envisagé deux schémas
rétrosynthétiques (Schéma 2-101 et Schéma 2-102).

(EtO),(O)P (EtO),(O)P (EtO),(O)P
- —Ph — Ph = ...y + PhMgBr
; ; ;
(o} OH (e}
6 135 2

Schéma 2-101 Schéma rétrosynthétique par addition d'un d'un organomagnésien

(EtO),(O)P. (EtO),(O)P, (EtO),(O)P. —
i >@-Ph= i ﬂo == ’ >—N02 + ¥o
. NO, Ph PH
o)
6 136 137 138
o (EtO)(O)P Ph
P(OEt); + — o) + HCHO
i /U‘CI } \g/
141 140 139 111

Schéma 2-102 Schéma rétrosynthétique par réactions classiques
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2.5.1.1Via l'addition d'un organomagneésien (Voie
n°l) (Schéma 2-101)

Il s'agit d'une voie classique dg/nthése de nitrones substituées en positich-53 :
(Schéma 2-103)

avec : R = C(CHg)s, CgHs, CgDs, CgHs (nitronyl 13C), 4F-CgH,, 4CI-CgH,,
4(CHg3)3C-CgH4,4CH5-CgH,,2CH5-CgH,

Schéma 2-103 Addition d'organomagnésien sur la DMPO

L'oxydation de I'hydroxylaminentermédiaire s'effectue simplement par utilisation de
I'oxygene de l'air en présence de catalyseur cuivrique. Par cette méthode Janzen obtient différentes
nitrones avec des rendements variant entre 22 et 92 %. Cette méthode est a rapprocher de celle

employée par Stipa (8 a page 62).

2.5.1.2Via la réduction d'un groupement nitro (Voie
n°2) (Schema 2-102)

C'est une voie plus classique.

a. Synthése de la phénylvinylcétone 138

Il existe un grand nombre de publications sur la synthése de cette molécule.

¢ Passage par une dicéetolactone

A partir du 3,4-dialkyl-2,4-dioxobutanoate d'éthyle, Ksaheferéalise la réaction suivante :
(Schéma 2-104)
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-
0O O ON /™ 0

@)
| | Base R
R/|\‘)\C02Et —RcHo 0 > R)‘\(\ R" (122)
1 R' L}

"OH

Schéma 2-104 Via une dicétolactone

Cette méthode, efficace dans de nombreux cas n'est pas adaptée au cas ou R' = H, probablement 3
cause de la formation d'un sel. Dans cette publication Ksander propose une modification par la
réaction schématiséeci-dessous (Schéma-105), pour la premiére fois a partir d'une
méthylcétone.

RI
O (COLE), o 0 1) Base O
R)I\ g )J\/”\ 2)RCHO R o)
NaH R CO,Et
O O

Al-CcO, CcO,  (123)

R)k/\ R’

Schéma 2-105 Utilisation d'une méthylcétone

Dans le cas ou R = Ph et R' = H, c'est-a-dire la phénylvinylcétone, le rendement est de 49 % a
partir de l'acétophénone. La deuxieme étape se fait a 620 °C dans un tube en quartz balayé par un
gaz inerte.

¢ Obtention d'une vinylcétone a partir d'un acide
carboxylique et de vinyllithium

Dans ce cas les matériaux de départ somiples a obtenir : umcide carboxylique (en
principe molécule facile a synthétiser ou commerciale) et le vinyllithium commercial. L'&8teur
indique que la réaction est généralisable. Les acides aromatiques et aliphatiques réagissent avec le
vinyllithium avec généralement de bons rendements (86 % dans le cas de la phénylvinylcétone).
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¢ Utilisation de micro-ondes

L'équipe de Straussitilise un générateurcontinu de micro-ondé%5. Le principe est
I'utilisation d'un four micro-ondes sous forte pression (jusqu'a 1400 kPa) et température élevée
(jusqu'a 200 °C). Toutes legactionsde la chimie organique (substitution, addition, etc)
peuvent étre réalisées en un temps relativement court (inférieur dans tous les cas a 2 mn) avec des
rendements variables (entre 18 et 100 %). Dans le cas de la synthese de la phénylvinylcétone, la
réaction effectuée est une élimination habituellement obtenue par pyrolyse (spintihegese du

précurseur et la pyrolyse au §page 116 ou dans le Vogé?$ : (Schéma 2-106)

0 0
Ph)J\/\RIMe3_> Ph)J\/ (124)

©

142 138

Schéma 2-1086 Elimination d'ammonium activée par microondes

Les conditions de la réaction sous micro-ondes sont alors : températd@ed5 °C, pression
moyenne = 100 kPa, temps de réaction = 1,6 mn.

Le rendement dans ces conditions est de 96 %. C'est une méthode innovante, rapide mais dont la
mise en oeuvre fait appel a un matériel relativement lourd et nécessite une certaine expérience de ce
type de réactions.

¢ Utilisation d'organosélénures

Le principe de base est I'élimination d'un organosélénure comme groupement libérable. Le

chemin réactionnel est du ty{3&.159: (Schéma 2-107)

O] O] o O O
1
- Se Ox Se _Elim
> ‘a7 “Ar > + ArSeOH  (125)
143 144 145 146 147

Schéma 2-107 Bilan de la réaction d'organosélénures

Il existe plusieurs facons d'introduire le sélénium : (Schéma 2-108 et Schéma 2-109)
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0 LiNR, oL
Ph& — 2, hk
PhSeBr
148 149 ou
(126) PhSeCl
~ )
o OAC PhSeOC(O)CF; Ph#
— (127) ] .
151 PhSe 159
cl? (128)
PhSeOC(O)CF Ph___0O-C_ KOH
Ph——= (OCFs I CF3
PhSe
152 153

Schéma 2-108 Différentes facons d'introduire le sélénium

ou

O O

1) Me,Culi
ph)K/\ > Ph (129)

2) PhSeBr

SePh
154 155
Schéma 2-109 Autre facon d'introduire le sélénium

Il existe plusieurs méthodes d'oxydation : eau oxygénée, eau oxygénée biphasique, ozone,
periodate de sodium-CPBA, etc ...

Le mécanisme de la derniére étape (syn-élimination) est décrit par SB&fpl€Sshéma 2-110)

SePh 0-Se-Ph

(o1, H 0 2
R\)\KO > o Température 4/_( (130)
ambiante /
X R R X
X

X =H, alkyle ou alkoxy
R = Ph, CH3, n'Cngg

Schéma 2-110 Syn-élimination du groupement sélénié
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Dans le cas de la phénylvinylcétone, Rék&5%indique 78 % de rendement. Sharpless décrit
€égalementcette réaction sur des cétones ou des esters sans toutefigis le cas de la
phénylvinylcétone.

¢ Reéaction chélétropique de vinylogue
d'énollactone

La thermolyseen phase gazeuse au-dessus de ®2@e 2(3H)-oxepinones et 23)-
furanones donne du monoxyde de carbone et des produits carbonylés insaturésaCite
appliquée par SkouanéfZ peut étre représentée par les deux schémas ci-dessous : (Schéma 2-111
et Schéma 2-112)

_ H
102 \ @] A Rl _ (@]
> —> _ + R ~— + CO (132)
o] Y=/ =0 —
1 2 12 2
R* 'R R'R R H R2

Schéma 2-111 Via vinylogue d'énollactone

/ S
RQO RI'/\ + co (132)

Schéma 2-112 Via vinylogue d'énollactone

Dans le cas de la phénylvinylcétone, la réaction se fait a 450 °C sous azote a pression normale avec
un rendement de 94 %.

¢ Obtention de la phénylvinylcétone comme sous-
produit lors de la synthese de -aminocétone

Lors de la synthese dg-aminocétone, notamment par réduction d'énaminones,

Domingue262, obtient la phénylvinylcétone comme produit secondae. peut résumecette
synthése de la fagon suivante : (Schéma 2-113)



Rz/\n/R N,N-diméthylformamide-
T, P > Rl
o) diméthylacétal R2
o)
LAH
ou
LAH-Cul (133)
/
Me,N
1 1
2 R N RZU\’(R
o) o)
A I

Al,O5 / Me,NH
Schéma 2-113 Via unef3-aminocétone

Pour R = Ph et R=H le rendement de la premiére étape est de 80 %. Les rendements de la
réduction sont résumés au Tableau 2-1.

B-aminocétone /%  Phénylvinylcétone /%

LAH - Cul 50 10
LAH 60 9

Tableau 2-1: Rendement de la réaction (133) (Schéma 2-113)

¢ Via une réaction de Mannich et le chlorhydrate
de la 3-diméthylamino-1-phénylpropan-1-one 158

La synthese du chlorhydrate de la 3-diméthylamino-1-phénylpropan-1n8est déecrite
dans le Vogel®7 et dans Organic Syntheses Collective VoltfhelLe rendement est de 90 %.

La réaction se faivia une addition de Mannich que I'on peut résurderla fagcon suivante :
(Schéma 2-114)

N ©
CeHs\"/ + HCHO + (CHg)oNHy*, ClF ——» CeHs\n/\/NH(CHs)z, CI”+ H,0 (139)

@] 0]
156 111 157 158

Schéma 2-114 Réaction de Mannich
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Pour obtenir la phénylvinylcétone, deux méthodes d'élimination sont possibles.

[0 Méthode Al64

Les auteurs utilisent une méthode douce. En premier, ils effectuehb8um traitement
avec une solution aqueuse de carbonate de sodium pour obtenir I'aminocétone libre. Cette amine
libre réagit avec I'iodométhane dans I'éther puis est traitée par du carbonate de potassium aqueux
en milieu biphasique a température ambiante. Le rendement est de 54 %.

00 Méthode B157

C'est une pyrolyse sous pressiagduite (266 Pa) en présencd'hydroquinone.Le
rendement est de 51 %.

b. Synthése du 1-nitroéthylphosphonate de
diéthyle

La réaction a été décrite par 28ret s'effectue en trois étapes. Ces trois étapes sont des
réactions simples de la chimie organique : réaction d'Arbuzov, synthese d'une oxime suivie de son
oxydation en nitro. Ces trois réactions sont représentées au Schéma 2-115 :

R_ _Cl R___P(O)(0iPr),
N+ PPy -
0 0
NH,OH.HCI
— (135)
<\ /:N
N
RYP(O)(OlPr)Z _ mcrBA R\(P(O)(OlPr)z
Xo, CH,Cl, 3
OH
160 159

Schéma 2-115 Réaction de Zon
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Les rendements de la réaction de Zon sont présentés dans le Tableau 2-2.

R 159/% 160/%
CH, 68 50
C,H, 65 65

C,H.CH, 70 60

Tableau 2-2: Rendement de la réaction (135)

c. Addition de Michael

L'addition de Michael entre un carbanion nitré et une céigfiethylénique a déja été décrite au

paragraphe b de la page 66.

d. Cyclisation et synthése de la DEPMPO-Ph 6

La cyclisation de dérivés nitro-carbonylé par réduction du groupement nitd®este au 8§ ¢
page 67.
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2.5.2 Résultats et Discussion sur la synthese
de 6

2.5.2.1Via l'addition d'un organomagnésien
(Voie n°1)

La voie que nous avons retenue est schématisée ci-dessous : (Schéma 2-116)

(EtO),(O)P. 1) PhBr/ Mg/ Et,0  (EtO),(O)P.
27 T 2)H0 g Ph

- I
OH

2 135

(AcO),Cu
NH,0H/0,  (136)

Y

(EtO)z(O)%
+ 2 Ph
N

-
O

6

Schéma 2-116 Schéma de synthese @le
via l'addition d'un organomagnésien sur nitrone

Nous avons d'abord essayé le schéma de synthése décrit patJaHzgour préparer la
DMPO-Ph. La nitrone phénylée correspondante a été obtenue mais avec un faible rendement. Par
contre lors de la réaction d'addition du magnésien sur la DEPMP@tent un mélangede
produits (9 pics en RMN'P) dans lequell 35 n'a pu étre identifié. Bien qu'ayant procédé a
I'oxydation de ce brutéactionnel,nous ne sommes pas parvenowlgré un analyse CCM
poussée a identifier la DEPMPO-Ph.

Cette voie a été abandonnée au profit d'une voie de synthése plus classique.

En conclusion sur la voie 1, nous pouvons dire que nous avons échoué au méme endroit que
Stipa (voir a p 62), bien que ce genre de réaction soit utilisé couramment pour obtenir d'autres

nitrones.
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2.5.2.2Via la réduction d'un groupement nitro
(Voie n°2)

Nous avons effectué une synthese convergente : (Schéma 2-117)

0 0
® )J\+ HCHO +H,N*Me,, cI £°5 )l\/\,, _A )I\/ -
Ph "HO pp NHMe, Ph

156 111 157 158 138

O (P°) (P°) (P°)
m CPBA

@rots+ e+ — Y —— Y e J
Cl 0] 2-12

NH,OH.HCI No2
“OH
141 140 161 137
(137)
Et;N (P°) Zn | AOH, (EtO),(O)P.
Q 137 + 138 —ch.cN ﬂo Lo s P—Ph
NO, Ph I
o
136 5

(P°) = P(O)(OED),

Schéma 2-117 Schéma de synthésele
via des réactions classiques

a. Synthése de la phénylvinylcétone 138

Nous avons en premier tenté d'obtel®8 par oxydation de I'alcool allylique obtenu par
addition du bromure de phénylmagésium sur I'acroléine. Lors de I'oxydation, nous n'avons pas
pu purifierl 38. Nous avons donc opté pour une synthese faite en deux étapes :

- obtention du chlorhydrate de la 3-diméthylamino-1-phénylpropan-1-68e
- synthése a partir des8 de la phénylvinylcétone

158 est obtenu avec un rendement satisfaisant (65°%€)n chauffe a reflux pendant deux
heures une solution de chlorhydrate de diméthylamine, de paraformaldéhyde, d'acétophénone dans
I'éthanol et d'acidechlorhydrique concentré. Lacristallisation s'effectue dans l'acétone, a
froid (+4 °C).

Nous avons successivement testé deux méthodes pour la préparation de la phénylvinylcétone.
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¢ Méthode A (condition douce)164

Cette méthode passe par une élimination d'Hoffman sur une amine quaternaire. Dans une
premiére étape, on obtient I'amine libre en milieu basique : (Schéma 2-118)

o) o)
)K/\" + K,CO,5 _H20 )K/\ + KCI + CO, + H,0 (138)
Ph NHMe, =~ "2~~-3 > Ph NMe, 2 7 T2

cl
158 162

Schéma 2-118 Obtention d'une amine libre

La deuxieme étape consiste en la quaternisation de I'amine, suivie de I'élimination en milieu
basique : (Schéma 2-119)

O

o
| evo, N s K,COy =
Ph)\/\NMeZ * CHal === p, NMeg, I H,0 ™ j:o (139)
PH
138

Mes, |
/
162 163

Schéma 2-119 Phénylvinylcétone a partir de52

Le résultat total est décevant car la phénylvinylcétone est obtenue avec une pureté médiocre et un
rendement tres faible (inférieur a 5 %).

¢ Méthode B (pyrolyse)157

La réaction est simple, on chauffe a 200 °C sous 200 Pa les cristhb8.den ne conserve
que le distillat passant entre 62 et 77 °C. On obtient un produit pur en RMN et le rendement est de
40 %.



122

b. Synthése du 1-nitroéthylphosphonate de
diéthyle 137

Le mode opératoire est voisin de celui décrit paPZomais nous avons utilisé du phosphite
de triéthyle au lieu de phosphite de triisopropyle. La premiere étape se fait dans un seul ballon
(Schéma 2-120).

O P(O)(OEY) P(O)(OEY)
POEY, + HiC—4 \[( ? g \( ? (140)
cl

o) NH,OH.HCI
OH
141 140 161

Schéma 2-120Q Premiére étape de la réaction de Zon

Apres traitement classique acido-basique, I'oxime est obtenue avec un rendement de 79 % et une
pureté suffisante pour étre utilisée directement dans I'étape suivante. L'oxydation est réalisée en
laissant sous agitation magnétique pendant trois jours une solution db&ilvet d'acideméta
chloroperbenzoique dans le dichlorométhane. Le rendement de I'oxydation est de 60 % avec une
bonne pureté (95 %).

c. Synthese du (2-nitro-5-0xo0-5-phénylpentan-2-
yl)phosphonate de diéthyle 136

On peut résumer l'addition de Michael de la facon suivante : (Schéma 2-121)

02 ’I\IO/_‘ i _%138
(P°)—C—H(;@ —Sehant, pe)cO Eh -

Solvant
CHs CHs
137 164
(141)
PO
PN TN_E® v (EO),0pP .
165 136

(P°) = P(O)(OEY),

Schéma 2-121 Addition de Michael
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Le choix des conditions opératoires (température, base, solvant) doit étre fait de facon a limiter la
polymérisation de la phénylvinylcétone.

Nous avons effectué la réaction en présence de triéthylamine en quantité cdt@lgtiquae base,

dans l'acétonitrile comme solvant. Un mélange de phénylvinylcétone 138, de 1-
nitroéthylphosphonate de diéthyd&7 et de triethylamine est laissé sous agitation a température
ambiante pendant trois jours. Aprés traitement a I'acide chlorhydrique, on obtient un solide jaune
pur avec un rendement de 71 %.

d. Cyclisation de 1363

La cyclisation est réalisée par le couple Zn / AcOH dans I'éthanol a +4 °C pendant 48 H.
Aprés un traitement en milieu basique (NaHE @ produit brut réactionnel est chromatographié
sur colonne de silice en éluant avec de I'éther diéthylique. Le rendement en nitrone est de 22 %. La
nitrone6 est pure d'aprés les analyses RMN'*C et*!P.

e. Conclusion voie n°2

Cette voie, bien que comprenant plus d'étapes que la voie 1, nous a permis d'obtenir la
DEPMPO-Ph en grande quantité. Ces réactions bien maitrisées au laboratoire, sont faciles a mettre
en oeuvre et donnent généralement de bons rendements.

2.5.2.3Conclusion sur la synthése d&

Il fut nécessaire d'utiliser ugrand nombre d'étapes pour la syntheseb dé 'addition
d'organométallique sur des nitrones se révele étre délicate et n'est pas généralisable a toutes les
nitrones. Il est connu que dapsrtainscas les magnésiens réagissent sur les groupements
phosphonate pour conduire a des phosphinates.



124

2.6.SYNTHESE DU 2-ETHOXYCARBONYL-2-
METHYL-3,4-DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-
OXYDE (EMPO) 7

Afin d'évaluer l'importance de [I'effeglectroattracteudans linfluence dugroupement
phosphoré sur leperformancesde piégeagede la DEPMPO 2, nous avonsremplace le
groupementphosphonate par uanaloguecarboné : legroupementéthoxycarboxyle. Selon

Breur’3, on peut comparer l'effet électroattracteur du groupement diméthoxyphosphoryle a celui
d'un groupement trifluorométhyle.
Le schéma rétrosynthétigue que nous avons retenu pour la synthése de la7nisinene

modification des réactions utilisées par Bohffet (Schéma 2-122)
EtO,C
EtO,C 2 EtO,C
N NO, H

7 166 167 30
Schéma 2-122 Schéma rétrosynthétique de 'EMPO

2.6.1 Etude bibliographique de la synthese d&

L'addition de Michael d'un carbanion nitré a déja été décrite au paragraphe b de la page 66.
La cyclisation d'un nitroaldéhyde en nitrone a été présentée au paragraphe c page 67.

2.6.2 Résultats et discussion sur la synthese
de 7

2.6.2.1Synthése du 4-formyl-2-méthyl-2-
nitrobutanoate d'éthylel666

On utilise comme base la triethylamine ddasétonitrile. Laréactiondure une heure a
température ambiante. La pureté est suffisante (95 %) pour la cyclisation et le rendement en produit
brut est proche de 100 %.
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2.6.2.2Synthése de ITEMPQ

L'étape de réduction / cyclisation est effectuée dans des conditions doug€&$ (¥iH)?
afin d'éviter I'hydrolyse de I'ester. Dans ce cas la réaction sa fizihpératureambiante. Le
rendement est de 52 %. Nous |'obtenons avec une pureté RMNC) excellente qui nous a
permis de réaliser nos expériences de spin-trapping.

2.6.3 Conclusion sur la synthese d&

L'utilisation de réactions classiques bien maitrisées nous a permis d'obtenir rapidement la
molécule cible, ceci avec un bon rendement.

2.7.CONCLUSION SUR LA SYNTHESE

La synthése de nitrone nous a permis de voir un grand nombre de réactions de la chimie
organique. Bien qu'il n'existe que peu oethodes d'obention des nitrones, la synthése des
précurseurs peut se réveéler parfois difficile. Il est a noter que nous avons échoué sur des réactions
tres simples, comme la bromation, la réduction, I'addition d'organomagnésien, etc ...

Au cours decette thése, nous avons pmnettre au point uneréaction originale permettant
l'introduction en unettapede deux groupementdialkoxyphosphoryleportés par unméme

carbone. Une étude plus poussée nous a montré que cette réaction est relativement généralisable a
toutes sortes d'amides.

Nous avons puwonstaterque danscertainscas la RPE pouvait étre aussi un moyen
analytique au méme titre que la RMN. Dans quelques cas, nous avons pu en effet savoir que notre
produit se trouvait dans le brut réactionnel (cas par exem@d@ dbtenu par la transposition de
Beckmann), alors que les autres méthodes spectrales ne nous ont été denoeun.ll faut
toutefois relativiser cette remarque par le fait que la RPE est beaucoup plus sensible, et parfois des
traces de radicaux peuvent faire croire a une grande quantité de produit dans le milieu.

On peut dire aussi que la voie de synthese des nitroneegaction/ cyclisationd'un
groupementnitro et plus propre et donne dweilleurs rendementsque la voie passant par
I'oxydation des amines secondaires. La pyrrolidi@e été tres difficile a oxyder. Cette opération
nn'a pu étre effectuée que par le diméthyldioxirane : dans ce cas le nombre de sous-produits est
relativement élevé et I'obtention digoure a nécessité une purification poussée.

La conservation des nitrones pose aussi des problémes. Pour contourner cette difficulté nous
avons conserve nos nitrones au froid dans le benzene (cas de la DPBO) ou alors sous forme de
précurseur stable comme pour la DEPMPO-Ph, lorsque la syntheése en grosse quantité n'est pas
difficile a mettre en oeuvre.
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3. ETUDESR. P. E.

Rien n'est plus utile que la recherche inutile.
(Carlo Rubbia, 26 novembre 1993)
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3.1.INTRODUCTION

La RPE (ou Résonance Paramagnétique Electronique) est une méthode spectrale analogue a
la RMN, mais s'appliquant aux €lectrons célibataires. Blondin a écrit un article expliquant toutes

les bases de la RPEauquel on pourra se reporter. Nous ne parlerons ici que d'une partie de son
utilisation, et en particulier une des méthodes couramment employées de nos jours en biologie : le
spin-trapping.

3.1.1Le piégeage de spin (spin-trapping)

La RPE est Igrincipale méthoded'observationdirecte des radicaux libres. Toutefois,
certains radicaux ne sont pas détectables par RPE, soit du fait de leur trop faible duféesdi¢ vie
a cause de leur structure particuliére (cas des radicaux diatordidtiest notamment le cas des
especes radicalaires centrées sur I'oxygene tels zjti¢ i @OC", HO®.
On peut alors avoir recours a la méthode dite du spin-trapping (piégeage de spin) dont le principe

est le suivant (Schéma 341)

. T .
R + P ~  (RP)
Molécule
diamagnétique

| |

Etude des spectres RPE

Schéma 3-1 Principe du spin-trapping
De l'observation RPE du radical adduit, on peut obtenir des informations sur le radical piégé.
Le principe de cette méthode est simple : on utilise une molécule diamagnétique (P) qui réagit

spécifiqguement si possible avec les radicau¥.(Rn obtient alors un adduit de spin (PRont

I'analyse du spectre de RPE permet d'obtenir des informations sur le radical’piégé R

Pour étre efficace le piege P doit présenter les caractéristiques suivantes :

» P doit étre chimiqguement stable dans les conditions opératoires.
» Lavitesse de réaction dé Bur P doit étre la plus élevée possible.

* L'adduit PR doit étre suffisamment persistant afin d'obtenir son spectre RPE.
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* La contribution de P aux spectres RPE doit étre la plus petite possible afin d'avoir le

maximum d'informations sur le radical.R
* P doit réagir le plus spécifiqguement possible avec les radicaux libres.

Par ailleurs, dans le cas de piégeages effectués en milieu biologique, il faut également prendre en
compte les points suivants :

* P ne doit pas étre cytotoxique afin de pouvoir étre utilisé a diverses concentrations.

* P doit étre soluble dans I'eau.

» P doit étre stable et non dégradable dans les milieux biologiques : il ne doit pas former par
décompositiondes espéceparamagnétiquepouvant compliquer l'interprétation des

spectres RPE de I'adduit PR

L'ensemble de ces paramétres peut s'appliquer aux dérivés suivants : les dérivés nitroso et les
nitrones.
Dans les deux cas, I'adduit de spin est un nitroxyde dont les caractéristiques ont été décrites au
1.4.1 page 34.

Dans le cadre des nitroxydes nous adopterons la nomenclature de position suivante (Schéma
3-2) notamment pour désigner les couplages dans les spectres RPE.

Y
a\l/
a~pn- By
. o)
@)

Schéma 3-2 Nomenclature des nitroxydes

Sur un spectre RPE, on mesure aisément les valeurs des constantes de couplage desiagbmes en
enf du centre radicalaire. Dans certaines conformations particuliéres, il est possible de résoudre de
petits couplages dus aux atomes en posytietd.

Dans le cas d'un piege de type nitroso, le raditaeRixe sur I'azote alors que dans une nitrone il
se fixe sur le carbone ende I'azote (Schéma 3-3). Les informations apportées dans les deux cas

par le spectre RPE ne seront donc pas les mémes, le maximum d'informations étant, en principe,
apporté par les dérivés nitroso.
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N .
. R—N=O = —— "N—0 (142)
R
R +
. R R
[ R—N=C/ -~ R'—N-C-R" (143)
e o

Schéma 3-3 Réaction de piégeage entre un radical R
et un dérivé nitroso (142), une nitrone (143)

Il faut rappeler que dans les milieltologiques lapersistancedes nitroxydes peut étre
diminuée, du fait de la présence de réducteurs endogénes (acide ascorbique, glutathion (Schéma 3-
4), systemes enzymatiques).

2 R,N-O + 2 GSH —— > 2R,N-OH + GSSG (144)

Schéma 3-4 Réduction d'un nitroxyde par le glutathion

Nous allons donc passer en revue les deux classegedes (les dérivés nitroso et les
nitrones) apres avoir cité quelques autres pieges également utilisés.

3.1.1.1Autres pieges

Nous ne citerons ici que quelques pieges (Schéma 3-5) comme les oxydes deGdtrite
base conjuguée du nitrométhahé9, la dibutylthiocétonel 70, la 2,6-dibutyl-p-benzoquinone
171, certains organométalliques, etc...
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. R' O
+ - N\ ..
R'—C=N-0 R, c=N" (iminoxyle)  (145)
R
168
+ R’ :
H,C =N _ > RCH,NO; (146)
169
tBu
tBu 3
s= R~ rs—<: (147)
tBu
tBu
170
tBu tBu
R’ .
o) o) > RO o) (148)
tBu tBu
171

Schéma 3-5 Pieges autres que dérivés nitroso et nitrones

3.1.1.2Les dérivés nitroso

Un des premiers pieges de cette famille a avoir été utilisé est le 2-méthyl-2-nitrosopropane
le réle du groupemertertiobutyle étant de ralentir la réaction de dismutation des adduits formés
(Schéma 3-6).

i CHa)sC
CH,CH (CHa)s .
(CHg);C—N=0 ——21s _ "N-0 (149)
CH,CH;
172 173

Schéma 3-6 Exemple de piégeage (radical
ethyle) avec le 2-méthyl-2-nitrosopropane

D'autres pieges ont été synthétisés comme par exemple de 2dbbriiRitrosobenzene

1748, le nitrosoduréne (ou 2,3,5,6-tétraméthylnitrosobenzene) 175/, le
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pentafluroronitrosobenzende 67, le pentaméthoxynitroso benzéne (PMNB)78 (Schéma 3-7).
Certains présentent des avantages que nous rappellerons ultérieurement.

NO NO NO NO
Mej@[Me F F MeO OMe
Me Me F MeO OMe
F OMe
174 175 176 177
PMNB

Schéma 3-7 Quelques pieges de type nitroso

Les dérivés nitroso constituent une classe de pieges efficaces pour le piégeage des radicaux
centrés sur le carbone. On obtient des adduits persistants et facilement analysables. Dans le cas de
175, le groupe duryle présente l'inconvénient d'élargir les raies RPE a cause de la délocalisation
de I'électroncélibatairedans lecycle aromatiqué. Cet élargissementes raies masque des
informations provenant de faibles couplages dus a des noyaux du radical piégé. Avec la molécule
174, on observe de petits couplages (inférieurs & 1 G) dus aux hydrogenes en poétaon

(couplage WA. Par contre, dans le cas du PMNB7, le spectre RPE présente des largeurs de

raies faibles, permettant la résolution de petits couplages loftagrsbé signale que dans le cas
del74, la réaction de piégeage peut se faire soit sur l'azote soit sur I'oxygéne (Schéma 3-8). La
différence entre les deux adduits obtenus se fait par la mesure de g. Dans le cas des nitroxydes
174N, la valeur de g est d'environ 2,0060 alors que pour les radicaux alkoxyanilino tatical

la valeur est proche de 2,0040.
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—> {Bu N—R (150)

NO

tBu

1r4 — tBu N—-OR (151)

tBu
1740

Schéma 3-8 Deux sites de piégeage pour le 2,4,6-butylnitrosobenzene

Cependantles dérivés nitrosrésententdes inconvénientsdus a leurs structures ou
propriétés, qui limitent leur utilisation.

a. Thermolabilité et photosensibilité

Les dérivés nitroso sont sensiblasla lumiére et a lachaleuf (Schéma3-9). Les lots
commerciauxprésentenidonc fréquemmentdes impuretésparamagnétiqued! est difficile de

réaliser des études photochimiques en présence de ce type de piege. Par contfesieatbe
gue le pentafluoronitrosobenzenel76 ne donne pagi'especesparamagnétiquesors d'une
irradiation UV ou visible. C'est aussi le cas, selon le méme auteur, du nitrosodurgee¢ de
174.

hv .
tBUNO W tBu + NO (152)
178 179
tBu + tBUNO — (tBu),—N—0" (153)
179 178 180

Adduit persistant donnant
comme spectre RPE un triplet
(1:12:1) a, = 15.3 G dans le benzene

Schéma 3-9 Réactions parasites des dérivés nitroso
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b. Dimérisation

Les composes nitroso ont tendance a former des diméres qui sont inertes vis-a-vis du spin-

trapping (Schéma 3-10). Il faut donc tenir compte de cet équiliBeule la forme monomeére
participe au piégeage.

O
I ..
2 R-NO =—= R—-N=N—R =<—— R—N—-N—R (154)

Schéma 3-1Q Equilibre monomeére-dimeére
des dérivés nitroso

Le nitrosodurene pur est exclusivement sous forme dimere méme en solution dans le benzene.
C'est seulement au-dessus de la température ambiante que le dimere sé (lissabie ne donne

pas de valeur numérique). Par contre, Teralie quel74 est entierement sous la forme active
monomere aussi bien a I'état solide qu'en solution.

c. Solubilité dans l'eau

En général la solubilité des nitroso dans I'eau est faible ce qui limite leur utilisation au seul
milieu organique (par exemple7 78) et diminue ainsi leur intérét pour le piégeage de gmin
milieu biologique. Des groupements hydrophiles ont été introduits sur des pieéges existants, par
exemple une fonction alcool sur le 2-méthyl-nitrosoproph@&+, une fonction sulfate suan

cycle aromatiqué 8210, etc... D'autres structures peuvent étre envisagées cdréeu 184
(Schéma 3-11).

NO NO
(IJH3 Br Br NaO,C CO,Na (I:H3
HOCHZ—(IJ—N=O NaOZC—CHz—(IJ —N=0
CHj; CHj
SO;Na CO,Na
181 182 183 184

Schéma 3-11 Dérivés nitroso solubles dans I'eau

d. Stabilité des adduits
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Les adduits obtenus lors de I'addition de radicaux carbonés (alkyle ou aryle) sur les dérives
nitroso sont en général persistants et facilement détectables. Par contre, les adduits de radicaux
centrés sur I'oxygene (RCROC' ...) sont instables a température ambiaAtEl. Par exemple
I'adduit de spin du radicéértiobutoxyle sur le 2-méthyl-2-nitrosopropah@2 se décompose en
radicaltertiobutyle et en nitrite deertiobutyle* (Schéma 3-12).

tBuO + tBu-N=O === tBuN-OtBu —>» tBu—C + O=N-OtBu + O,N-tBu (155)
\)‘_ﬂ}.
o]
185 172 186 179 187 188

Schéma 3-12 Décomposition de l'adduiertiobutoxyle186

Perkin® mentionne également la formation d'un dérivé ri88. Wargori! arrive a piéger
le radical méthoxyle (obtenu par irradiation de méthanol) a basse température (-78 °C) et indique
que l'adduit n'est plus observable a 25 °C.

3.1.1.3Les nitrones

Les nitrones sont des piégasradicauxdont la formulegénéraleest représentéesur le
Schéma 3-13. On les utilise aussi biewitro (en milieu aqueux ou dans des solvants organiques)
gu'in vivo (pour des études sur le cduies reins3, etc... ). C'est Janz&h1>qui a introduit
l'utilisation des nitrones dans le spin-trapping. Il existe deux classes de nitrones : les acycliques
qui dérivent de la phértdrtiobutylnitrone (PBN)18914 et les cycliques dont le premier membre
est la DMPQOL, développée par le groupe de Janzen a partir de 1973 (voir réf. 13 de Anderson
Evang) (Schéma 3-14).

R+ )
R-/C_II\I_ R
O

Schéma 3-13 Formule générale des nitrones

+

I-
© O

189 1
Schéma 3-14 PBN et DMPO
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Ces deux classes de nitrones présentent chacune des avantages et des limitations mais tout
d'abord nous les comparerons aux deérivés nitroso.

Dans le cas des nitrones, I'addition du radical pi@g#eRs'effectue pas sur I'atome d'azote,
mais sur le carbone de fanction nitrone (Schéma&-15). Il en résulte que lenformations

obtenues sur le radical piégé a partir de I'adduttd@iRt moins précises. Mais grace aux valeurs

de @ et de g,, voire aussi de,g l'identification du radical peut en general étre faite.

R
N |
@CH:I}I_— tBu @—?—I\Il—tBu (156)
O H O
189
S —>
+ H
NG N (157)
I- I,
o) o)
1

Schéma 3-15 Piégeage de*Rwvec la PBN (156) et la DMPO (157)

a. Comparaison avec les dérives nitroso

¢ Thermosensibilité et photosensibilité

Les nitroneslinéairesou acycliques(de lafamille de la PBN) sont peu sensibles a la

lumiere*. Par contre, les nitrones cycliques bien que moins sensibles que les nitroso doivent étre
stockées a I'abri de la lumiére. Leurs bandes d'absorption se situent dans I'UV, autorisant ainsi les
études photochimiques au dela de 300 nm. Généralement les nitrones se conservent a -18 °C. A la
chaleur ou a la lumiéere les nitrones peuvent se réarranger, pour conduire a la formation d'amide

via une oxaziridin&®.

¢ Dimérisation

D'aprés Evarfsles nitrones n'ont pas tendance a la dimérisation. En 1993, pour expliquer la
présence de signaux RPE parasites dans les solutions de 3,4-diHyplyor@e-1-oxyde, Janzen

et al17 proposent la formation de dérivés paramagnétiques (Schéma 3-16 et Schéma 3-17).
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I
o N ( OH
190 191 192
158
(O] (158)
+Z
\
o .
193 ©

Schéma 3-16 Dimérisation de la 2,2,5-triméthyl-3,4-dihydrétyrrole-1-oxyde

—_— \ _O> |
I N
OH

1 194
(159)

Schéma 3-17 Dimérisation de la DMPO
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¢ Solubilité dans l'eau

Les nitrones possédent un groupement tres polaied= La DMPO, peu lipophile, a un
coefficient de partage octanol-eau (Kp) de seulement®(021 selon Janzéf). On peut en

augmenter le caractére lipophile en modifiant les substififatfts
Les nitrones acycliques, telles que la PBN, sont généralement lipophiles. En effet, la PBN a
un coefficient de partage Kp de22bu de 15%°.

¢ Stabilité des adduits

En général, les nitrongsiegentbien lesradicauxcarbonés mais les spectres de RPE
permettent difficilement de distinguer deux adduits afkyle

Par contre, dans le cas des radicaux centrés sur I'oxygéne la situation est différente. Nous
considererons ci-dessous séparément les nitrones linéaires et les nitrones cycliques de type DMPO.

[0 la PBN et ses homologues

L'adduit hydroxyle se décompose en benzaldéhyde &répnbutyle nitroxyde (Schéma 3-

18Y%1. La vitesse de décomposition est fonction du pH.

|

<C:>>7c|:—|\ll—c(cr|3)3 ------ > @CHO * HN-C(CHy);  (160)
H O o}
197 198 199

Schéma 3-18 Décomposition de I'adduit PBN-OH

0 la DMPO et ses homologues

La DMPO est actuellement un des pieges les plus utilisés et de nombreuses études lui ont été
consacréés35.17,18,21-50| e signal RPE de I'adduiu radical hydroxyle DMPO-OH est un
quadruplet (1:2:2:1) (g= g, = 14,9 G3.51) (Figure 3-1). Cet adduit est persistant (80ts,, <

3480 s) pour des valeurs de pH comprises entre BePar contre I'adduit obtenu par réaction
avec le superoxyde DMPO-OOH est peu stable : le temps de demi-vie est de I'ordre de 60 s a pH

7,029 (en fait selon Buettnet al.3, 91 s> t,,, 2 27 s quand X pH < 9). Le spectre de I'adduit
DMPO-OOH comporte 12 raies(& 14,3 G, g = 11,7 G, g, = 1,25 G8) (Figure 3-2) (il faut
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remarquer, que pour obtenir une simulation satisfaisante du spectre de I'adduit DMPO-OOH il faut

envisager un échange conformationnel rapide entre deux conformeres de c&)adduit

I

Figure 3-1: Spectre RPE de DMPO-OH

iql | q'lll M

Figure 3-2: Spectre RPE de DMPO-OOH

De nombreuses autres espéces radicalaires (tBuBQO*, GS’, etc ...) sont également

susceptibles d'étre piégées par la DMP®our essayer d'accroitre la persistance des adduits, et
en particulier celle de I'adduit du superoxyde, diverses nitrones ont été synthétisées comme le 2,2-

diméthyl-5-(trifluorométhyl)-3,4-dihydro42-pyrrole-1-oxyde20027, le 5-(diéthylphosphono)-
2,2-diméthyl-3,4-dihydro-8-pyrrole-1-oxyde2 0121 (dont le temps de demi-vie du superoxyde
est tres inferieur a celui de la DMPO), le 2,2,3-triméthyl-3,4-dihydtep@rrole-1-oxyde2 0 220,

le 2-butyl-2-méthyl-3,4-dihydro{2-pyrrole-1-oxyde2 0318, etc ... (Schéma 3-19)
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H4C
(Et0),(O)P
=/ CF3 L/ P(O)(OEt)z * =/ + 2
\ \ .~ nBu” 0 \
o) o o) o} o

200 201 202 203 2
DEPMPO

Schéma 3-19 Autres nitrones cycliques synthétisées
pour augmenter la stabilité de I'adduit superoxyde

Mais a notre connaissance a I'heure actuest le 2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-3,4-
dihydro-H-pyrrole-1-oxyde (DEPMPO) qui conduit a I'adduit du superoxyde le plus persistant

avec un temps de demi-vie de 780 s a pH27,0

b. Limitations liées a I'emploi des nitrones

Dans ce paragraphe nous ne parlerons que de la OM®P@e la DEPMPQ.
La vitesse de piégeage du superoxyde par la DMPO est relativement fgjple= R0 M*.s* a
pH 7,81, De plus I'adduitDMPO-OOH se décomposeapidementen DMPO-OH!1.42 : les
auteurs proposent le mécanisme présenté au Schéma 3-20, indiquant que le nombre d'électrons
non appariés reste inchangé.

O+O—H > >(_¥o + OH (161)
N N H
o 4
204 205

Schéma 3-20 Décomposition de I'adduit DMPO-OOH

Un autre inconvénient lié a I'emplaie la DMPO est quecette dernierepeut subir une
addition nucléophile qui, suivie d'une oxydation a l'air (de I'anion ou de I'hydroxylamine) conduit
a un nitroxyde (Evardscite le cas d'une addition d'un acétate sur la PBN). En particulier l'attaque
de I'eau catalysée par les ions ferrigues conduit a I'adduit DMPO-4H 7

Dans le cas de la DEPMPO, les inconvénients cités ci-dessus spattErésolus.La
DEPMPO est beaucoup moins sensible queDMPO vis-a-vis de I'additionnucléophile de
l'eaut2.53 et la décomposition de I'adduit DEPMPO-OOH siaccompagne pas dermation
d'adduit DEPMPO-OH. Néanmoins la vitesse d@iégeage du superoxyde restdaible

(kDEPMPO: 1,5 K)MPO“)-
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3.1.2 Production de divers radicaux

Dans ce paragraphe nous présenterons essentiellement les systemes permettant la production

de HO et Q*, et nous citerons rapidement d'autres radicaux tels qué tBI®C, GS, etc ...
Nous décrirons principalement les modes de production en milieu aqueux.

3.1.2.1Production de HO

Comme nous l'avons déja dit, le radical hydroxyle joue un réle majeur en milieu biologique
et sa caractérisation est trés importante. Nous ne rapporterons dans ce paragraphe que les modes de
production les plus couramment employés.
Nous rappelondgci pour mémoirela vitesse depiégeagedu radical hydroxyle sur laDMPO

Kovposno = 3,4.10 M.,

a. Reéaction de Fenton30.54

La réaction de Fenton, entre les ions ferreux et le peroxyde d’hydrogene (Schéma 3-21), est
une réaction connue depuis longtemps (1894).

H,0, + Fe?* — Fe®* + HO + HO (6)

Schéma 3-21 Réaction de Fenton

Yamazakiet al. proposent le passage par un ion ferryl@&®@) capable d'arracher un hydrogéne

acidé0. D'autres métaux peuvent également étre utilisés comme leoti Cu™.
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b. Cycle d'Haber-Weiss catalysé par le fersé.57

Nous décrivons ce systeme au § 1.2.1.1 page 18 (Schéma 1-5 ou Schéma 3-22)

Fe®* + 03 - 0, + Fe?' (7)
1,0, + e —— RO +HOT (O g
. Catalyse . . Cycle d'
H,O, + o métalliqug O, +HO + HO (5) Haber-Weiss
(Fe3t, ...)

Schéma 3-22 Cycle d'Haber-Weiss

c. Photolyse de I'eau oxygénée a 1 %236

La photolyse de I'eau oxygénée a 1 % conduit au radical hydroxyle (Schéma 3-23).

vV, ,hHo (162)

H20;
Schéma 3-23 Photolyse de I'eau oxygénée

A de plus hautes concentrations, la photolyse de I'eau oxygénée conduit également a la formation

du radical perhydroxyle HOONous décrivons ce systeme a la page 153.

d. Systémes divers

Nous citerons ici quelques autres exemples mentionnés parfois dans la littérature.

Finkelstei#6 indique la possibilité de produire HO par ['utilisation d'antibiotique en
présence d'ions métalliques.

D'aprés Janzén'obtention du radical hydroxyle par le NADPH-cytochrome ¢ (P450) est
due a une réaction d'Haber-Weiss sur le radical anion superoxyde.

Sargenet al48 produisent HOlors de la radiolyse de I'eau : les auteurs font barboter de
l'oxyde nitreux (Schéma 3-24) pour augmenter la production de radical hydroxyle.
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€+ N,O + HO ——> HO + N, + HO (163)
et

H+ NyO ——> N, + HO (164)

Schéma 3-24 Augmentation de la fabrication de MO
lors de la radiolyse de I'eau en présence g2 N

Lors de la sonolyse d'un mélanggdH D,O 1 : 1, Misik24 observe la production de
radicaux H, D*, HO®, DO".
Hiramotoet al 26 observent la formation de I'adduit DMPO-OH lorsqu'ils mettent a incuber

du chlorhydrate de 2,2'-azobis(2-amidinoprop@§ (Schéma 3-25), une solution d'ADN et de
la DMPO.

}—cl:—NzN—(l: 2HC
N Ch, NH
206

Schéma 3-25 Chlorhydrate de 2,2'-azobis(2-amidinoprop2@$

Zhang?8 a utilisé, outre la photolyse de I'eau oxygénée et la réaction de Fenton, une solution
de sel (ammonium ou potassium) de peroxydisulfate (Schéma 3-26).

S,0.% > 2 SO;
2vs8 4 (165)

2 SO, + H,0 ——> HO + SO,2 + H*

Schéma 3-26 Production du radical hydroxyle
par des peroxydisulfates

Dans le méme article, l'auteur cite la production dd p le systeme ZnO + THF,@, hv sans

en préciser le mécanisme.
Le radical hydroxyle peut également étre produit a partir de la phénothiazine (S8héma

279



151

0
S S S
EE—
N N N
| | |
H H H
207 208 209
(166)
K

N

|

H

210

Schéma 3-27 Production de radical hydroxylea la phénothiazine

3.1.2.2Production du superoxyde &

Dans la suite de ce manuscrit, nous utiliserons le terme superoxyde, indifféremment pour le

radical anion superoxyde () et le radical hydroperoxyle (HOQ tout en ayant a l'esprit
I'équilibre présenté au Schéma 3-28.

HO, =——= 0 + H* pKa = 4.88 (167)

Schéma 3-28 Equilibre acido-basique du superoxs@ié?.60

a. Hypoxanthine-xanthine oxydase3341

Comme il a été déja dit, le couple hypoxanthine-xanthine oxydase produit du superoxyde
comme substance paramagnétique (§ 1.2.1.2 p 20).
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b. Riboflavine ou lumiflavine en présence d'un
donneur d'électron29.41

La riboflavine est un photosensibilisateur. Sous I'action de la lumiere, elle conduit a un état
triplet oxydant. Cet état triplet peut étre réduit par un donmktlectron (EDTA 211, DTPA

212, ... (Schéma3-29)). La riboflavine réduite peut alors réduire I'oxygénmoléculaire en
radical anion superoxyde (Schéma 3-30).

HO,CH,C_ CH,COH
/N'CHz'CHz'N\
HO,CH,C CH,CO,H
211
EDTA : Acide
éthylénediamine
tétraacétique HO 2CH2C\ CH,CO,H
,N—CHz'CHz'N\ /CH2C02H
HO,CH,C CHZ-CHZ-N\
CH,CO»H
212

DTPA (ou DETAPAC) :
Acide diéthylénetriamine
pentaacétique

Schéma 3-29 EDTA et DTPA

5 TN
H,C N N @) HsC N N @)
z Y hv \(
JOLE o e =2 " YO )
= NH NH
HyC N H,C N
) H @)
flavine oxydée flavine réduite
213 214 (168)
R = -CH,(CHOH)3CH,0H : riboflavine \ -
= -CHj : lumiflavine , 2 0z

R
|
H4C N_. N_ _O

o o 4 z \(

Z NH
H,C N

(@)

213

Schéma 3-30Q Réaction des flavines avec le dioxygéne
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Toutefois, lors d'expériences de piégeage du radical superoxyde produit par ce systeme, on peut

également observer des adduits du radical hydroxyl&)(kifsi que de radicaux carbonés.

La riboflavine est généralement employée dans les milieux aqueux alors que la lumiflavine I'est
dans les solvants organiques. Ce systéme est employé pour les études cinétiques car la prodution
de superoxyde est contrélée par la lumiére. Selgordéocole employé pour I'éclairage de la
solution, les concentrations disponibles en flavine réduite et en superoxyde peuvent varier, ce qui

peut influer sur la persistance des adduits foftnés

c. Photolyse de I'eau oxygenée a 30 %2

L'irradiation UV de l'eau oxygénée a 30 % conduit au radical H&&{n le Schéma 3-31.

H0, —Y, 2HS (162)
HO + H,0, —> HOO (169)

Schéma 3-31 Photolyse de I'eau oxygénée a 30 %

Cette méthode ne peut étre utilisée pour des études cinétiques car il y a également participation
d'une réaction d'addition nucléophile du peroxyde d'hydrogene sur le piége.

d. Autres systemes

Nous ne citerons que les pricipales méthodes.

En 1991, Reszkat al49 proposent comme source de superoxyde le dioxyde de potassium
en présence d'éther couronne (18-crown-6 éther) : on l'utilisgéeéraldans des solvants
organiques.

En 1992, les mémes autélrs proposent I'utilisation de I'nydroxyde de
tétrapropylammonium selon les réactions du Schéma 3-32. L'inconvénient de cette méthode est la
production simultanée du radical hydroxyle.

H,0, + HO’ » HO,” + H,0 (170)

H,0, + HO, » O; + HO + H,0  (171)

Schéma 3-32 Production du superoxyde par
I'hydroxyde de tétrapropylammonium
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Dans le méme article, les auteurscitent l'utilisation de pigmentsphotoactifs (ou
photosensibilisateurs) tels que la 1,8-dihydroxy-anthraquinone, I'anthraline, la benzanthrone, le
rose de Bengale, la zinc-tétraphénylporphyrine, le chlorure de cétylpyridinium, etc ...

Strou®3 propose l'utilisation de sel de sodium ou d'ammonium du mercaptoundécahydro-
closadodécaborate(2-) ou du tétraborate de sodium avec la lumiéere UV.

3.1.2.3Autres radicaux

a. Radical méthyle CH,*

Le radical méthyle peut étre produit pamlction du radical hydroxyle sur le DMSO
(diméthylsulfoxyde) (Schéma 3-33).

O
. I .
H3C—ﬁ—CH3 + HO —» H3C—§—CH3 I ch—ﬁ—OH + CHj (172)
O OH O
215 216 217

Schéma 3-33 Production du CH via HO*?

Généralement le radical hydroxyle est prodiatune réaction de Fenton. La vitesse de réaction du

radical hydroxyle sur le DMSO est tres supérieure a la vitesse d'addition*dauH@ piege a
radicaux.

On peut aussciter la photolyse de liodure denéthyle (méthode généralisablepour
l'obtention de radicaux alkyle) (Schéma 3-34). En général on n'observe pas I'adduit de l'iode.

CHal =Y\ "CH, + I (173)
218
21" —— 1, (174)
Schéma 3-34 Production du CH par photolyse de CH
Par sonolyse d'une solution aqueuseNghl-diméthylformamide, Misi&* obtient I'adduit

méthyle mais aussi des radic2@H,N(CH,)CHO, H, HO".
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b. Radical CO,™*38

Le radical hydroxyle peut arracher un protonced'un carbonyle (Schéma 3-35). C'est ce

qui est mis a profit dans la réaction de production du radical formiate (c'est aussi le casae H en

d'un alcoo?6, d'un acidéd).

HCO,Na* + HO —» CO; Na* + H,O (175)

Schéma 3-35 Production du CO*

c. Radical glutathionyle (GS*®)

On peut obtenir GSar photolysedu glutathion oxydé GSSG 1266.67, On peut aussi
I'obtenir par action du radical hydroxyle sur GBS,

d. Radical tertiobutoxyle

Il peut étre obtenu par photolyse du peroxyde thrtibbutyl€8 (Schéma 3-36).

BuootBY — V> 2 tBUC (176)
219 185

Schéma 3-36 Obtention de tBuOpar photolyse de tBuOOtBu

Il faut noter que le radicaéértiobutoxyle peut se décomposer pour former de l'acétone et le radical
CH,®69 (Schéma 3-37).

CHg
Hgé\f}"’f)' ~ HyC—C—CHj + "CHj (177)
CHg O

Schéma 3-37 Dégradation du radictrtiobutoxyle

Le radicaltertiobutoxyle peut étre également produit par une réaction de type Fenton entre
I'nydroperoxyde deertiobutyle et un métal tel que le titafe
Janze#! généere tBuOpar décomposition de tBuOOC(0)C(O)OO0tBu.
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e. Radical tBuOO*

Le radical tBuOC peut étre produitndirectementpar photolyse ou padécomposition
catalytique d'hydroperoxyde dertiobutyle31.39.71

3.1.3 Logiciels utilisés au cours de nos travaux
de these

Nous présentons ici les logiciels utilisés :

- Pour interpréter les spectres RPE souvent complexes (détermination des constantes de
couplages et vérification des hypothéses formulées).

- Pour la modélisation des cinétiques de disparition des adduits radicalaires afin d'établir
une loi cinétique de disparition et de calculer les constantes de vitesse.

Dans un autre cadre, lors de I'étudenformationnellesur les pyrrolidines gem-
diphosphoréeg 0, 90, A. Rockenbauer a utilisé un logiciel de sa conception pour simuler les
spectres RPE incluant les phénomenes d'échanges conformationnels. Nquerlei®ms que
brievement.

Il est a noter qu'aucun de ces logiciels n'est commercialisé. Celui permettant la modélisation des
cinétiques réactionnelles est interne (développement et utilisation) au laboratoire SREP et n'est pas
diffusé a I'neure actuelle. Tous ces logiciels fonctionnent sur des compatibles PC.

3.1.3.1Logiciel de simulation RPE

Nous avons utilisé le logiciel de D. Duling du NIEHS (National Institute of Environmental
Health Sciences) pour laimulation de spectres RPE emilieu isotrope, en l'absence de
phénomeénes d'échanges conformationnels et celui de A. Rockenbauer qui prend en compte de tels
échanges.
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a. Logiciel EPR du Pr. Duling72.73

Il existe deux versions de ce logici€yne sous DOS l'autre sousWindows, dont le
fonctionnement est identique. Nous ne parlerons pas ici gartée servant autraitementdes
spectres mais de celle concernant la simulation.

Aprés centrage du spectre, on fournit des valeurs pour les constantes de couplage, le nombre de
noyaux et leur nombre de spin : ceci constitue I'analyse préliminaire du spectre (valable aussi pour
tout logiciel).

Le logiciel du NIH peut gérer jusqu'a dix espéeces indépendantes, chacune pouvant avoir
seize constantes de couplage. Il est a notegue celogiciel ne simule que des spectres de
radicaux en phase isotrope.

Afin de trouver un minimum, le logiciel utilise la méthode des moindres carrés. Pour faire
varier les parametres, le logiciel intégdeux algorithmes. Uralgorithme classique qui est la
méthode du Simplex. Le deuxiéme algorithme est le LMB{Li est un algorithme interne. Ce
dernier est basé sur I'algorithme TUNE développé par Motten et Schtelbeméme dérivé de
Match décrit dans la méme publication.

LMB1 optimise particulierement les paramétres de I'hamiltonien de spin qui décrit chaque adduit
dans un spectre multi-adduits. Le principe est basé sur l'itération de chaque paramétre par une
perturbation (variable au cours du processus), suivie d'un calcul d'erreur (carré de la différence
entre I'expérimental et le spectre calcul€). Lors de chaque itération, seul un parameétre est modifié.
LMB1 peut fonctionner aussi bien dans ledomaine "onde continue" que "Transforméede

Fourier".

b. Logiciels EPR et RING du Pr. Antal
Rockenbauers

Le logiciel EPR permet lui aussi d'ajuster un spectre calculé a un spectre expérimental. Ce
logiciel autorise I'utilisation d'un nombre plus grand de parameétres que celui de D. Duling (temps
de relaxation, échange entre conforméres, etc ...). A l'origine ce logiciel fut essentiellement congu
pour la déterminatiorguantitativede parametresspectraux au sein déssatured'un modéle
mathématique fixé.

Ce logiciel est basé sur la méthode des moindres carrés, mais dans des cas tres complexes
(structure des surfaces d'erreur tres compliquée) d'autres techniques d'optimisation peuvent étre
utilisées : optimisation consécutive des parametres, approche des moindres calfir&sairen
"serpentine”statiqueet dynamique ntroduction de parametrescomposeés et'élimination” de
parameétres. Nous ne développerons que quelques unes des techniques possibles.

Pour modéliser un échange conformationnel, Rockenbauer utilise une équation de Bloch a deux

sited®.
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Dans tous les cas legiciel peut simuler des spectres dont les courbes sont gaussiennes,
lorentziennes ou un mélange des deux.
La fonction SQD définit la méthode des moindres carrés (Equation 3-1).

SQD=3[E(H,)- (aH H)+mHi+ b)]2
E(H): spectre expérimentah: amplitude
F(H): spectre calculé m: pente

b: ligne de base

Equation 3-1: Définition des moindres carrés linéaires

Un des points importants a noter, est que les points dg g€t calculés de fagon équidistante.

Ceci impose l'utilisation d'un logiciel annexe qui palliera le cas de spectromeétres dont le balayage
de champ est non linéaire : l'interpolation est faite par une parabole du troisieme ordre. Ce logiciel
annexe utilise la méme procédurel'sitervalle de champ entre les spectegpérimentauxet

calculés est différent. Etant donné que le logiciel peut accepter au maximum 4000 points, le logiciel
annexe réduit le spectre en moyennant des paires de points.

Nous ne discutons ici que d'une méthode d'optimisation : la "serpentine". Les autres sont des
méthodes classiques de techniques des moindres carrés. La méthode "serpentine” est la somme de
deux techniques : optimisation par changement du premier parameétre suivi@pkiamsation
conseécutive de tous les parametrea p, un a un. L'optimisation par changement du premier
paramétrepeut s'effectuer lorqu'iin'y a que deuxparameétresa optimiser. Lacondition
mathématique de l'optimum (Equation 3-2) peut étre simultanément satisfaite, si a chaque fois que
p, est changé, l'optimisation compléte degt réalisée.

3SQD/dp,=0 et 3SQD/dp,=0

Equation 3-2: Condition lors d'une optimisation a deux paramétres

La méthode "serpentine” peut étre utilisée dans deux modes. Le mode statique ou les valeurs de p
a p, sont rétablies a la valeur initiale apres changement d@aps le mode dynamique il n'y a pas

de rétablissement de paramétre.

Le mode statique permet d'avoir I'optimum del@ fagon exacte, alors que le mode dynamique est
plus rapide. L'approche "serpentine" est a utiliser pour des paramétres qui ont une faible courbure.

Une fois les constantes de couplagg @, a, et éventuelleaussi a.) obtenues par le
logiciel EPR, A. Rockenbauer utilise son logiciel "Ring" pour calculer les différents conformeres.
La méthode théorique utilisée par le logiciel a été décrite end.9&hématiquement son logiciel
utilise le potentiel de pseudo-rotation, la loi de McConnell (dont I'angle diedre a été calculé par
projection de Newman a partir de I'angle de torsion). Le tout est pondéré par la loi de Boltzmann.
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3.1.3.2Logiciel de cinétique DAPHNI%

Le logiciel DAPHNIS permet d'ajuster une courbe expérimentale a une fonction cinétique
"théorique" : il suffit pour cela de pouvoir écrire I'équation de vitesse. DAPHNIS fonctionne en
deux temps.

a. Premier temps : obtention d'une courbe
calculée a partir d'équations cinétiques

Il s'agit de la "partie" modélisation. Celle-ci se fait en trois parties :

1 -Définition de toutes les espeécemactives E c'est-a-dire les reéactifs, les espeéeces
intermédiaires et les produits formés.

2 -Evaluation de contantes de vitesse k

3 -Introduction des relations concentrations - temps par des équations de vjtdssgpe :
(Equation 3-3)

Y, =d[E] /dt=k [ E] +k,[E,] —Ks[Eq] + Kk [ES][E] +-

Equation 3-3: Exemple de relation entre concentrations et temps

Ceci correspond a rentrer un systeme de plusieurs équations de vitesse.

On calcule les concentrations au temps t a partirabesentrationgnitiales et desdifférentes
constantes de vitessegar approximations successives et en se rappelant que : (Equation 3-4)

dE]=Y,.dt
Equation 3-4: Principe d'obtention de courbe calculée
Dans la pratique on remplace I'Equation 3-4 par I'Equation 3-5.
A[E]=Y,.At
Equation 3-5: Résolution pratique

Mais dans ce cas il faut que l'intervalle de tefpsoit trés petit. Chaque point a l'instant t d'une

courbe cinétique est calculé a partir du point précédéj (tka détermination se fait a partir des p

parametres qui sont les concentrations initialext s constantes de vitesse k
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b. Second temps : régression

Comme pour tout logiciel de ce type, il fagtie la courbecalculéesoit proche de la courbe
expérimentale : pour cela on fait varier un ou plusieurs des p parameétres afin que les deux courbes
(calculée et expérimentale) soient presque confondues.

La courbecinétique que I'on souhaite analyser pasimulation est constituéede n points
expérimentaux zt, qui dépendent du temps t et de la concentratioB, [&ant I'espéce dont on

suit I'évolution (Equation 3-6).

zt=fE].t)

Equation 3-6: Equation expérimentale

De la on choisit de faire varier un ou plusieurs parametres. On définit la fonction Q de la fagon
suivante : (Equation 3-7)

Q= nz(zt—xt)2

t=1

xt = [E] au temps t

Equation 3-7: Définition de la fonction des moindres carrés

Le but alors est de minimiser Q en faisant varier les parametres autorisés : c'est la méthode dite des
"moindres carrés" . Le calcul s'arréte, selon la précision demandée, lorsqu'un minimum est atteint
pour Q. En retour le logiciel donne les valeurs des p paramétres (calculés et postulés).

En fin de calcul, on obtient aussi I'écart type ET entre les courbes expérimentales et calculées défini
selon I'Equation 3-8.

ET=[Q@ /(n-p)]”

Equation 3-8: Ecart type

Pour calculer I'écart type sur un parametre, le logiciel utilise la méthode de Castellano et Bother-

By’8. Le logiciel calcule D, une matrice de dimension (p, n) des déripadiellesde Q par
rapport aux p parametres (mais le résultat ne sera fourni que pour les parametres calculés). On

definit alorsg; I'ecart type du parametre j par 'Equation 3-9.

o, =M %ET
M; = j*™ élément diagonal de la matrice'[Dj*
Equation 3-9: Ecart type sur un parametre

Par 'Equation 3-10, on estime I'erreuy & le parametre .
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Eri=0;.u
u : coefficient de Student pour un intervalle de
confiance de 95 % et un degré de liberté n-p

Equation 3-10: Erreur sur un paramétre

3.2.RESULTATS ET DISCUSSION

Le Tableau 3-1 indique les abréviations utilisées dans les autres tableaux. De plus nous
indiquons toujours l'adduit superoxyde sous sa forme protonée quel que soit le pH (8§ 3.1.2.2
page 151).

Abréviation Signification
TP pH X Tampon phosphate 0,1 M pH X
Ribo Riboflavine
Lumi Lumiflavine
Add Nu Addition nucléophile

Tableau 3-1: Abréviations utilisées

3.2.1Spin-trapping avec le 2-
(diethoxyphosphorylméthyl)-2-méthyl-3,4-
dihydro-2H-pyrrole (ESP) 3

(EtO),(O)P

3.2.1.1Piégeage du radical hydroxyle

Nous avons produit le radical hydroxyle avec un systeme de Fenton/(ReSQ) dans un
tampon phosphate a pH 5,8. L'adduit ESP-OH comporte un signal majogtaise forme de
quadrupletd'intensité 1:2:2:1 dont les raiexentralessont élargieset d'un signal minoritaire
(Figure 3-3). Les parameétres des spectres RPE sont rapportés au Tableau 3-2. Ces signaux sont
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tous deux inhibés par l'ajout dmtalase(600 unités.m}) et ont étéattribués aux deux
diastéréoisoméres de I'adduit ESP-OH.

L'adduit ESP-OHa égalementété observé lors de k@ductionde l'adduit ESP-OOH par le
systéme glutathion / glutathion peroxydase (10 unité$.ml

Calc.

Exp.

Figure 3-3: Spectre RPE de ESP-OH (Tampon phosphate pH 5,8)

Source pH % @lG a,/G
Fenton 5,8 78 14,6 15,6
22 14,4 11,1

1) Ribo/ W/ DTPA
2) GSH / GPX
Tableau 3-2: Parametres des spectres RPE de I'adduit ESP-OH (Tampon phosphate)

6,0 14,6 15,6

3.2.1.2Piégeage du superoxyde

Nous avons produit leadical superoxyde avec les systémiegpoxanthine/ xanthine
oxydase et riboflavine / lumiere / DTPA, a pH 6,0 et pH 7,0. Le spectre de I'adduit ESP-OOH,
aisément différenciable de I'adduit ESP-Qld,présente sous la forme d'un quadruplet (Figure 3-
4) dont les raies sont trés larges. Les parameétres des spectres RPE sont rapportés au Tableau 3-3.
L'apparition du signal est inhibée en présencesdgeroxyde dismutase (85 unitésinkt la
réduction par le systéme glutathion / glutathion peroxydase (10 unitsoniduit a I'observation
du radical ESP-OH. Commecela se produit avec la DMPO, nous avoms®nstaté une
décomposition de I'adduit du superoxyde en adduit hydroxyle, méme a pH 6,0 et dans un tampon
préalablementhelexé. Le spectre de RPE peésentantpas d'alternance de largeur de raie

significative’9, contrairement a ce qui est observé dans le cas de I'adduit DEPMP&-0I0ta
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pas été nécessaire de faire intervenir un échange conformationnel dans les simulations de I'adduit
ESP-OOH. Ceci s'explique pdabsence de largeouplageavec I'atome dehosphore,trop

éloigné du centre radicalaire.

L'adduit ESP-OOH a également été produit dans la pyridine avec le systeme lumiflavine / lumiére /
DTPA et le spectre obtenu est identique a celui produit par I'addition nucléophi@©.daars le

méme solvant.

Calc.

Exp.

Figure 3-4: Spectre RPE dESP-OOH (Tampon phosphate pH 6,0)

Source Solvant @G 3,/G a,/G 3,/G a,/G

HX / XO TP pHG6,0 13,7 11,8 1,3 0,9 0,8;0,6

Ribo/l/DTPA TP pH 6,0 13,7 11,9 13 0,8 0,8;0,6

Lumi/hv/DTPA  Pyridine 12,9 10,5 1,7 1,4 1,1;0,9

Add Nu H,O, Pyridine 12,9 10,6 1,7 1,4 1,2;0,7

Tableau 3-3: Parametres des spectres RPE de I'adduit ESP-OOH

3.2.1.3Piégeage du radical méthyle et du radical CO

Le radical méthyle a été produit par ajout de DMSO a un systéme de Fenton, en tampon
phosphate pHb,8. On obtient un spectre RPEcomportantun signal majoritaire a 6 raies,
accompagné d'un signal minoritaire, vraisemblablement attribuable au deuxieme diastéréoisomere
de l'adduit ESP-CH(Figure 3-5) (Tableau 3-4).
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Calc.

Exp.

Figure 3-5: Spectre RPE de ESP-CHampon phosphate pH 5,8)

Par addition de formiate de sodium a un systeme de Fenton en présence de la nit&hne ESP
on obtient un spectre RPE complexe (Figure 3-6). Pour simuler ce spectre, nous avons da prendre
en compte I'existence de deux diastéréoisomeéres, chatant affecté de couplagedointains

(couplagey avec deux atomes d'hydrogene et le phosphore) (Tableau 3-4).

Calc.

Exp.

Figure 3-6: Spectre RPE de ESP-CQTampon phosphate pH 5,8)
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Radical Source pH % /G a,/G a,/G 3,/G 3a,/G

CH,* Fenton+DMSO 5,8 69 15,9 24,3
31 16,1 20,1

cos* Fenton + 5,8 60 15,4 16,7 2,1 0,7 0,5
Formiate 40 15,2 19,9 1,2 0,6 0,3

Tableau 3-4: Paramétres des spectres RPE des adduits ESEtESP-CQ*

3.2.1.4Autres radicaux

Nous avons effectué le piégeage du radical glutathionyle, par photolyse de glutathion oxydé,
en tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 en présence de la nitrone ESP. On obtient un spectre de 7
raies, correspondant a I'existence de deux diastéréoisomeres (Figure 3-7) (Tableau 3-5).

Calc.

Exp.

Figure 3-7: Spectre RPE de ESP-§Gampon phosphate pH 7,4)

Le spectre obtenu par photolyse de I'hydroperoxydted&butyle a 70% dans I'eau en
présence de la nitrone ESP (Figure 3-8) est complexe. Comme dans le cas de I'adduit ESP-SG, sa

simulation fait appel a I'existence de deux diastéréoisoméres et a la présence de cpaptagies

phosphore et des atomes d'’hydrogéne (Tableau 3-5).
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Calc.
Exp.
Figure 3-8: Spectre RPE de ESP-OOtBu (Eau 30%)
Radical Source pH % /G a,/G a&,/G a,/G 3a,/G
GS GSSG /v 7,4 60 16,1 141 11 0,9 0,5

40 14,4 15,0 2,4 0,9 0,6

tBuOC  tBuOOH /v 62 13,3 11,2 1,4 0,8 0,6

38 13,3 8,0 14 0,9 0,7

Tableau 3-5: Parametres des spectres RPE des adduits ESP-SG et ESP-OOtBu

3.2.1.5Cinétiques de décroissance de I'adduit du
superoxyde ESP-OOH

Nous avons étudié la décroissance de I'adduit ESP-OOH en tampon phosphate 0,1 M pH
5,8 et pH 7,0 ainsi que dans la pyridine. Le superoxyde a été produit par un systéme Flavine /
lumiére / DTPA (riboflavine en phase aqueuse et lumiflavine dans la pyridine), en utiisant
éclairage a l'extérieur de la cavité (lampe a filament tungsténe de 1B@W)cela, nous avons
travaillé & champ fixe, en suivant la décroissance de la premiere raie a champ faible du spectre
RPE. Afin de pouvoirétablir des comparaisons avec VPO et la DEPMPO, nous avons
également effectué des mesures dans des conditions opératoires analogues pour ces deux nitrones.
En tampon phosphate, la décroissance de I'adefBR-OOHsuit une cinétique d'ordre 1. Les
résultats sont rapportés danslliableau 3-6. A pH 7,0, la constante de vitesse de disparition de
I'adduit est de 5,0.10s*, ce qui correspond a un temps de demi-vie de 138 s. En ce qui concerne
les cinétiques de disparition dans la pyridine, la modélisation de la décroissance doit faire intervenir

un mélange de processus de premier et deuxieme ordre (probablement de la diSmtfiefo??
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selon I'équation -d[SA]/dt kK [SA] + k [SAJ*. Cependant, aprés deux minutes, la décroissance

obéit & une loi de premier ordre plr € 0,8510° s*), ce qui correspond a un temps de demi-vie
de 815 s.

Nitrone TP pH 5,8 TP pH 7,0 Pyridine
DMPO1 89 50 510
DEPMPQO2 1824 780 2772
ESP3 304 138 815

Tableau 3-6: Temps de demi-vie (en secondes) des nitrbr2et3

3.2.1.6Conclusion sur le spin-trapping avec la nitrone
ESP 3

La nitrone ESP3 piege efficacement lemdicaux centrés sur uratomed'oxygene,de
carbone ou de soufre. Dans de nombreux cas, on obtient un mélange d'adduits diastéréoisomeres,
ce qui a déja été rapporté pour d'autres nitf®n&sependant, le comportement général de cette
nitrone se rapproche plus de celui de la DMPO que de la DEPMPO. Le temps de demi-vie de
I'adduit ESP-OOH a pH 7,0 est approximativement trois fois supérieur a celui de I'adduit DMPO-
OOH et sa décomposition s'accompagne de la formation d'adduit ESP-OH.
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3.2.2 Spin-trapping avec le 2-
diethoxyphosphoryl-2-méthyl-5-phényl-
3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde
(DEPMPO-Ph) 6

>©_©
N

I-
@)

Toutes nos tentatives de piégeage avec cette nitrone se sont anéwédgeuses. Nous
avons tout d’abord envisagé usrobléme de solubilité dans les solutions aqueuses, la
DEPMPO-Ph étant difficile a solubiliser, méme a des concentrations de I'ordre de 0,02 M (5 fois
inférieures aux concentrations usuelles, partie expérimentale 8 5.7 p 248). Cependant, les essais
gue nous avons effectués en milieu organique n’ont pas été plus concluants, alors gé&&hanzen
rapporte degiégeagegéalisés avec le 2,2-diméthyl-5-phényl-3,4-dihydkb{®/rrole-1-oxyde
(DMPO-Ph).
On peut supposer que la présence de deux groupements volumineux, les groupements phényle et
diéthoxyphosphoryle, induit un encombrement stérique empéchantappteche de radicaux,
méme de faible encombrement stérique comme le radical méthyle.
Nous n'avons dongas puévaluerune éventuellestabilisationdes adduits de spin due a la
présence du groupement phényle, rapportée par ¥drdams le cas du 2,2-diméthyl-5-phényl-
3,4-dihydro-H-pyrrole-1-oxyde (DMPO-PHE}.

3.2.3 Spin-trapping avec le 2,2-
bisdiethoxyphosphoryl-3,4-dihydro-2H-
pyrrole-1-oxyde (DPBO)4

(EtO)z(O)P
NG

(Et0),(0)P” "N

O

Du fait du couplage de I'électron célibataire avec trois atomes de spin nucléaire 1/2 (2 atomes
de phosphore et 1 d'hydrogéne) et un atome de spin 1 (azote), les adduits de spin de la DPBO
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présentent des spectres de RPE relativement complexes. Ceci en a parfois rendu I'interprétation
difficile, particulierement quand plusieurs espéces radicalaires étaient formées simultanément. Dans
certains cas, hotamment pour I'adddit superoxyde, il nous a fallu prendre empte des
phénomenes d’échangesnformationnelspour obtenir dessimulationscorrectesdes spectres

RPE.

Par ailleurs, cette nitrone n'est pas tres stable vis-a-vis de lirradidtnceci rend difficile

lemploi de systémes de production dadicaux utilisant ce type d'initiation (photolyse du
peroxyde de dertiobutyle, de I'iodure de méthyle...).

Avec cette nitrone, nous n'avons pas pu identifier clairement les adduits des radicaugttBuO
tBuOC.

3.2.3.1Piégeage du radical hydroxyle

Pour produire le radicahydroxyle, nous avongmployé deux systemes, leéactionde
Fenton (HO, / FeSQ) et la photolyse de I'eau oxygénée a 1 %. Les spectres des adduits obtenus
dans les deux cas sont tres proches. lIs se présentent sous la forme de triplet de quadruplets dont
les caractéristiques spectrales sont résumées dans le Tableau 3-7. On remarque toutefois que les
raies du triplet B (relatif aux phosphores) n'ont pas la hauteur attendue et on peut envisager ici la
présence d'échangesconformationnels (une analyse conformationnelle sera réalisée
ultérieurement). Comme on peut le voir sur la Figure 3-9, d'autres signaux indiquant la présence
d'impuretés paramagnétiques apparaissent sur le spectre de I'adduit DPBO-OH. Dans le cas de la
réaction de Fenton, I'ajout de DMSO ou de formiate de sodium au milieu réactionnel conduit a

I'observation des adduits DPBO-CkFigure 3-13)ou DPBO-CQ* (Figure 3-14)a la place de
'adduit DPBO-OH.

Nous avonségalementobservé |'adduitDPBO-OH en produisant tout d’abordadduit du
superoxyde (systémes hypoxanthine / xanthine oxydase (HX /oQ)boflavine / lumiéere /
DTPA) et enréduisantcelui-ci avec le couplaylutathion/ glutathion peroxydase. Lors de la
réduction de I'adduit du superoxyde produit par le systeme hypoxanthine / xanthine oxydase, nous
avons obtenu I'adduit hydroxyle relativement pur (Figure 323.ne fut pas le cas lorsque le
superoxyde a été produit a I'aide du systéme riboflavine / lumiére / DTPA.

Par ailleurs, dans un tampon phosphate 0[dHV6,0, avec une concentration erf*Fes mM, la
DPBO subit une addition nucléophile de I'eau, et I'oxydation spontanée a I'air de I'hydroxylamine
formée conduit également a I'adduit DPBO-OH.
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Calc.

Exp.

Figure 3-9: Spectre RPE de I'adduit DPBO-OH obtenu par réduction de DPBO-OOH
(Tampon phosphate pH 5,6)

Source pH /G g,/G 8,/G &,/G
Fenton 5,8 13,5 13,2 44 3 43,1
H,O,1%/t 13,4 13,0 43,9 42.8
1HX /X0 60 135 135 441 430
2) GSH / GPX
1) Ribo/lW/DTPA 6.0 Non simulé
2) GSH / GPX

Add Nu HO 6,0 13,5 13,4 441 43,0

Tableau 3-7: Adduit DPBO-OH, parametres des spectres RPE obtenus par sinfdlation

3.2.3.2Piégeage du superoxyde

Pour observer I'adduit du superoxyde DPBO-OQHious avonsemployéles systemes
suivants: hypoxanthine / xanthine oxydase (HX / XO) ou riboflavine / lumiere / DTPA en tampon
phosphat®,1 M et enfin une bréve photolyse (15 s) de I'eau oxygénée a 30%. Avec le systeme
HX / XO, a pH 6,0, on observe un mélange d’adduit DPBO-C&dd’'adduit DPBO-OH (80 /

20). L’adduit du superoxyde a été authentifié par inhibition du signal en présence de superoxyde
dismutase (85 unités.Hl ainsi que par réduction en adduit DPBO-OH par le systéme glutathion /
glutathion peroxydase (10 unitésm(§ 3.2.3.1 p 169). A pH 7,0, il ne nous a pas été possible
d’observer clairement I'adduit superoxydéadduit hydroxyle estnajoritaire, avec parfois la
présence d’'une autre espéce radicalaire. Avec le systéme riboflavine / lumiére / DTPA, a pH 7,0,
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on n'observe pas le signal de I'adduit du superoxyde alors qu’a pH 5,8, on obtient un signal
complexe (DPBO-OOH, DPBO-0OH, adduits carbonés) dans lequel nous n’avons pu identifier de
raie RPE attribuable exclusivement a I'adduit DPBO-OOH, indispensable pour la réalisation de
cinétiques de disparition de cet adduit (Fig@rd1). La photolyse de I'eau oxygénée a 30%
conduit, elle, a 'obtention d’un signal intense correspondant a I'adduit du superoxyde seul (Figure
3-10). Pour simuler correctement ce signal, il faoendre encompte un échangeentre deux
conformére® (Tableau 3-8).

Calc.

Exp.

Figure 3-10: Spectre RPE de DPBO-OOH par photolyse ¢8,30 %

Figure 3-11: Spectre RPE obtenu lors de la production de I'adduit DPBO-OOH par
le systéme riboflavine / lumiere / DTPA
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Source Solvant

% @G §/G 8,/G a,/G Remarque

HX / XO TP pH 6,0

82 12,8 10,0 419 39,0 DPBO-OOH
12,7 120 48,4 38,7 1=0,2210

18 13,7 13,0 441 42,9 DPBO-OH

Ribo / v/ DTPA

Spectre non simulé (Figure 3-11)

H,0,30% /v  H,0,30 %

(pH 4,3)

12,8 10,0 41,7 39,4

12,9 11,6 48,2 39,0 1=0,2510

Ribo / DTPA DMF

81 12,2 9,5 43,7 36,3 DPBO-OOH
19 14,7 12,4 46,4 42,1 DPBO-OH

Tableau 3-8: Parameétres des spectres RPE de 'adduit DPBO-OOH

Nous avonségalementréalisé le piégeagedu superoxyde par |&DPBO dans le N,N-
diméthylformamide (Figure 3-12). La aussi, la simulationsilgnal RPE met emvidenceun
mélange d’adduit superoxyde et d’adduit hydroxyle (19 %). En milieu aqueux, I'ajout de DMSO
au systeme Riboflavine / lumiere / DTRAnhibe pas la formation de I'adduit DPBO-OH qui n'est
donc pas formé ici papiégeagedirect du radical HO' mais pardégradationde I'adduit du

superoxyde.

Calc.

Exp.

—

Figure 3-12: Spectre RPE de I'adduit DPBO-OOH dans le DMF
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3.2.3.3Piégeage du radical méthyle et du radical CO

Le radical méthyle a été produit par ajout de DMSO dans un systeme de Fenton en tampon
phosphat®,1 M a pH 5,8. On obtient un spectre a 18 raies (triplet de doublet de triplet) (Figure 3-
13) d'intensité 1. On peut simuler correctement ce spectre par deux hypothéses différentes : soit les
deux phosphores sont diastéréotopiques (simulation réalisée par le programme de D. Duling), soit
I'existence d'échangesonformationnels (simulation réalisée par le programme de A.
Rockenbauer). Les résultats des deux hypothéses sont proches et les deux jeux de parametres sont
rapportés au Tableau 3-9.

Calc.
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Figure 3-13: Spectre RPE de l'adduit DPBO-C{ampon phosphate pH 5,8)
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Il a été réalisé par ajout de formiate de sodium a un systeme de Fenton. Le spectre de RPE

comporte 18 raies et les constantes de couplage (Figure 3-14) sont voisines de celle de I'adduit
méthyle (Tableau 3-9).

Calc.

Exp.

Figure 3-14: Spectre RPE de I'adduit DPBO-C@Tampon phosphate pH 5,8)

Radical Source pH % @alG 8,/G a,/G a,/G Hypothése
CH," Fenton+tDMSO 5,8 146 21,8 455

44,2 Diastéréotopi

e

5,8 92 146 21,8 45,6 44,0 Echanges
8 146 21,8 455 44,1 1=0,5010C

CO* FentontHCONa 5,8 143 20,3 43,0 42,1

Tableau 3-9: Parametres des spectres RPE des adduits DPB@tCHPBO-CQO

3.2.3.4Piégeage du radical glutathionyle

A pH 5,8, nous avons brievement photolysé du glutathion oxydé (GSSG) (15 s). Nous
avons obtenu un spectre RPE a 20 raies (Figure 3-15). A la vue de l'allure générale de ce spectre
(alternance de largeur de raies), nous avons envisager la présence d'échanges conformationnels

pour lasimulationde ce spectre. Lesaractéristiguespectralesde I'adduit DPBO-SG sont
résumées au Tableau 3-10.
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Figure 3-15: Spectre du radical DPBO-SG (Tampon phosphate pH 5,8)

Source pH % @lG §,/G a&,/G a,IG
GSSG /v 5,8 87 13,7 17,1 43,8 413

13 132 171 49,5 33,21=0,56 10

Tableau 3-10: Paramétres de I'adduit DPBO-SG

3.2.3.5.Temps de demi-vie de I'adduit DPBO-OOH

Il ne nous a pas été possible de réaliser de cinétique de disparition de I'adduit du superoxyde
en milieu aqueux, n’étant pas parvenugle@ntifier de raie pure deette adduit du fait de la
complexité du spectre RPE (Figure 3-11) que ce soit a pH 6,0 ou pH 7,0.

Toutefois, nous avons pu évaluer la persistance de cet adduit en milieu organique: nous avons
effectué une cinétique de décroissance de I'adduit superoxyde dans la pyridine, le superoxyde étant
produit par le systéme lumiflavine / lumiere / DTPA. Nous avons pour cela irradié la solution a
l'intérieur de lacavité par unelampe a incandescencele 100 watts et suivi, apres arrét de
I'irradiation, la décroissance a champ fixe du signal RPE (troisieme raie a champ faible). Nous
avons modeélisé cette décroissance par une cinétique d’ordre 1. Dans ces conditions la persistance
de I'adduit DPBO-OOH est 1,1 fois supérieure a celle de DMPO-OOH mais 4,8 fois moindre que

celle de DEPMPO-OOH.
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Figure 3-16: Courbe de décroissance de DPBO-O@atis la pyridine

Nous avons par ailleurs effectué une cinétique de décroissance de lI'adduit DPBO-SG a pH
7,4. Nous avons suivi pour cela la décroissance de la premiére raie a tibmpaprés 15
secondes de photolyse. Nous obtenons, en ne prenant en compte qu'une décroissance d'ordre 1,
un temps de demi-vie de 679 s.

Calc.

Exp.
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Figure 3-17: Courbe de décroissance de I'adduit DPBO-SG (Tampon phosphate pH 7,4)
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3.2.3.6Conclusion sur le spin-trapping avec la
DPBO4

Comparativement a la DEPMPO, dans le cas de la DPBO l'introduction en position 2 d'un
deuxiémesubstituantdiéthoxyphosphorylesur le cycle 3,4-dihydro-H-pyrrole n'apporte pas
d'amélioration dans la persistance de I'adduit du superoxyde. Nous retrouvons au contraire les
inconvénients déja connus pour la DMPO (addition nucléophile de I'eau, transformation de I'adduit
DPBO-OOH en DPBO-OH, etc...). Un inconvénient majeur lié a I'emploi de cette nitrone est la
multiplicité du nombre de raies, du fait de l'introduction du deuxieme phosphore qui rend difficile
l'interprétation des spectres RPE, particulierement lorsqu'un adduit n'est pas pur. Ce fut le cas lors
de nos essais de cinétique décroissanceale I'adduit du superoxyde produit par le systeme
riboflavine / lumiere / DTPA. De plus I'adduit du superoxyde est peu stable (inobservé en tampon
phosphate a pH 7,0), les cinétiques de décroissance effectuées g@gnditee indiquant une
faible augmentation (1,1 fois) de la persistance de I'adduit superoxyde par rapport a la DMPO. Par
contre la persistance de I'adduit glutathionyle s'avere intéressante.
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3.2.4 Spin-trapping avec le 2-éthoxycarbonyl-
2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde
(EMPO) 7

EtO,C
+ g
N

-
O

3.2.4.1Piégeage du radical hydroxyle

Nous avons produit le radical hydroxyle soit par une réaction de Fenton, a pH 5,6 et pH 7,0,
soit par photolyse d'une solution aqueuse d'eau oxygénée a 1 %. Avec le systeme de Fenton, on
obtient deux quadruplets d'intensité 1:2:2:1, correspondant a I'existence de deux diastéréoisomeres
(Figure 3-18). Entre les deux valeurs de pH étudiées, on observe seulement une vaoddice
du rapport des deux diastéréoisomeres (voir Tableau 3-11). Par addition soit de DMSO, soit de

formiate de sodium a la solution RPE, nous avons obtenu les adduits EMP&+ENPO-CQO

(8 3.2.4.3 p 181) a la place de I'adduit hydroxyle.dpectre obtenu par photolyse de l'eau
oxygénée a 1 % est semblable a celui observé par la réaction de Fenton : les Iégeres variations des
constantes de couplage de I'un des diastéréoisoméres sont attribuables a la différence de pH de la
solution.

Nous avonségalementobservé [l'adduitEMPO-OH obtenu parréduction de Il'adduit du
superoxyde (produit par le systeme hypoxanthine / xanthine oxydase) par le couple glutathion /
glutathion peroxydase (10 unitésila pH 5,6 et pH 7,0.

Par ailleurs, touteentative d'addition nucléophiles'est révéléeinfructueuse,méme avec des
concentrations allant jusqu'a 21 mM en ion ferrique (tampon phosphatedhilF|0).
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Figure 3-18: Spectre RPE de I'adduit EMPO-OH (Tampon phosphate pH 5,6)

Source pH % @lG 3y /G a,, /G
Fenton 5,6 45 13,9 15,3 0,9
55 14,0 12,8
7,0 53 14,0 15,1 0,9
47 14,0 12,7
H,0,1% /v 57 14,2 14,2 1,2
43 141 12,7
1) HX / XO 5,6 141 12,8
2) GSH/ GPX 7,0 141 12,8

Tableau 3-11: Parametres des spectres RPE de I'adduit EMPO-OH
(Tampon phosphate 0,1M)

3.2.4.2Piégeage du superoxyde

Nous avons produit le superoxyde avec le systeme hypoxanthine / xanthine oxydase (HX /
XO) a pH 5,6 et pH 7,0. Les spectres obtenus (Figure 3-19) comportent 4 massifs avec des raies

centrales complexes (présence de coupligg&ontrairement a la DEPMPZ¥3 et comme dans le

cas de la nitrone ESP, on n'observe sur le spectre RPE qu'un seul diastéréoisomére de I'adduit
EMPO-OOH et ce pour les deux valeurs de pH étudiées (voir Tableau 3-12). La réduction de cet
adduit par le couple glutathion / glutathion peroxyd@ds® unités.mt') conduit a I'adduit EMPO-
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OH. Par allleurs, I'apparition du signal attribué a I'adduit EMPO-OOH (Figure 3-19) est inhibée si
I'on travaille en présence de superoxyde dismutase (85 unitgs.ml

L'obtention de I'adduit EMPO-OOH par photolyse de I'eau oxygénée a 30 % conduit a un spectre
de moins bonne qualitéjotammentau niveau de la résolution des raentralesqui sont
considérablement élargies.

Il est important de noter que dans le cas de la nitrone EMPO, contrairement a laIDMP@e
constate pas de dégradation spontanée de I'adduit EMPO-OOH en adduit EMPO-OH.

Calc.

Exp.
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Figure 3-19: Spectre RPE de I'adduit EMPO-OOH (Tampon phosphate pH 5,6)

Source pH alG 3, /G 8y /G
HX/ XO 5,6 13,3 10,8 11
7,0 13,3 10,8 11

H,0,30% /v 13,4 11,2 1,0

Tableau 3-12: Parametres des spectres RPE de I'adduit EMPO-OOH
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3.2.4.3Piégeage du radical méthyle et du radical CO
Le radical méthyle a été produit par ajout de DMSO lors d'une réaction de Fenton. Le spectre

RPE de I'adduit EMPO-C}bbtenu présente six raies (Figure 3-26@s caractéristiquesont
présentées dans le Tableau 3-13. Dans ce cas, on observe un seul diastéréoisomere.

Calc.

Exp.

Figure 3-20:Spectre RPE de EMPO-CKTampon phosphate pH 5,6)

Lors de la réaction de Fenton, I'ajout de formiate de sodium nous a permis d'obtenir I'adduit
carboxylé EMPO-CQ a pH 5,6 et pH 7,0. Le signal se présente la aussi sous forme de six raies
(Figure 3-21), correspondant a l'observation d'un seul diastéréoisomére. Les caractéristiques RPE
sont présentées dans le Tableau 3-13.
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Figure 3-21: Spectre RPE de I'adduit EMPO-C@Tampon phosphate pH 7,0)

Radical Source pH alG 3 /G

CH,*  Fenton+DMSO 5,6 15,4 22,3

7,0 15,4 22,3

CO*  Fenton+formiate 5,6 14,8 17,2
de sodium 7,0 14,8 17,2

Tableau 3-13: Paramétres des spectres RPE de I'adduit EMPQCeCEMPO-CO

3.2.4.4Autres radicaux

Nous avons piégé le radical glutathionyle, obtenu par photolyse du glutathion @xydé,
tampon phosphate a pH 5,6 et pH 7,0. On obtient alors un quadruplet (Figure 3-22) dont les raies
sont tres larges. Laimulation de ce spectre RPE faitervenir la participation de deux
diastéréoisomeres dont I'un est nettemmajoritaire (supérieur a 96 % quel que soit le pH)
(Tableau 3-14).
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Figure 3-22: Spectre de I'adduit EMPO-SG (Tampon phosphate pH 7,0)

Le radicaltertiobutylperoxyle {BuOC") a été produit par photolyse'hydroperoxydede
tertiobutyle (a 70 % dan$eau). On obtient un spectre a 4 massifs (Figure 3-23) dont la
complexité des raies centrales est similaire a celle de I'adduit EMPO-OOH (8§ 3.2.4.2)

Calc.

Exp.

Figure 3-23: Spectre RPE de I'adduit EMPO-OOtBu dans I'hydroperoxytiertiebutyle 70
% dans l'eau

Enfin, nous avons piégé le radical Shar ajout de sulfite de sodium lors de la réaction de
Fenton a pH 5,6 et pH 7,0. Le spectre correspondant au piégeage réalisé a pH 5,6 n'a pu étre
simulé a cause du mauvais rapport signal sur bruit. A pH 7,0, nous obtenons un spectre a 6 raies,
chacune d'intensité 1 (Figure 3-24). La aussi hous n'observons qu'un seul diastéréoisomere.
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Figure 3-24: Spectre RPE de l'adduit EMPO-Sampon phosphate pH 7,0)

Le Tableau 3-14 résume les caractéristiques spectrales des trois radicaux ci-dessus.

Radical Source pH % /G az/G 4a,/G a,/G

GS GSSG /W 5,6 4 141 11,8
96 145 155

7,0 2 141 12,0

98 14,4 159

tBuOC tBUOOH / v 12,8 9,9 1,3 0,5
SQ* Fenton+HNaSQ 5,6 Spectre non simulé
7,0 13,7 151 0,4

Tableau 3-14: Parametres des spectres RPE de différents adduits obtenus avec 'TEMPO

3.2.4.5Etude cinétique de la décroissance de I'adduit
du superoxyde sur I'EMPO

Pour produire le superoxyde nous avons utilisé le systeme riboflavine / lumiére / DTPA en
éclairant cette fois directement dans la solution & l'aide d'une diode (lumiére bleue, 430 nm). En
effet, dans ce cas, du fait notamment de la présence d'adduits carbonés, nous avons rencontré des
difficultés pour utiliser le systemehabituel d'éclairagedécrit plus haut. Lescinétiques de
disparition de I'adduit EMPO-OOH ont été réalisées en tampon phosphate 0,1M a pH 5,6 et pH
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7,0. Pour cela, nous avons travaillé a champ fixe, en suivant la décroissance de la deuxieme raie a
champ faible du spectre RPE. Pour étre en mesure d'établir des comparaisons avec la DMPO et la
DEPMPO, nous avons également effectué des mesures dans des conditions opératoires analogues
pour ces deux nitrones.

A pH 5,6, pour modéliser les courbes de décroissance, nous avons employé un modéle cinétique
incluant un mélange de premier et de deuxieme ordre (qui peut étre un processus de dismutation)
selon I'équation -d[SA]/dt k [SA] + k [SA]*. Le temps de demi-vie dehaque espéce a été

calculé sur la base du processus de premier ordre. A cette valeur de pH, nous avons trouvé pour
I'adduit EMPO-OOH un temps de demi-vie 4,7 fois plus faible que pour |'aD&HMPO-OOH,

mais 16,8 fois supérieur a celui de I'adduit DMPO-OOH. A pH 7,0, il ne nous a pas été nécessaire
de tenir compte d'un processus d'ordre 2 et nous avons modeélisé les cinétiques de décroissance en
considérant uniguement un phénomeéne d'ordre 1. Dans ces conditions, I'adduit EMPO-OOH est
3,8 fois moins persistant qIEEPMPO-OOH mais 8,2 fois plus persistant @PO-OOH. On

observe toutefois une variation significative des temps de demi-vie relatifs des adduits DMPO-

OOH et DEPMPO-OOH (i, DEPMPO / §,, DMPO = 31 a pH 7,0) par rapport aux valeurs
obtenues avec le systemdilisé précédemment.Ceci peut provenir dedifférences de
concentrations en riboflavine réduite et en superoxyde selon le systeme d'éclairage employé, la
sensibilité des adduitsDMPO-OOH et DEPMPO-OOH vis-a-vis del'un ou l'autre de ces
réducteurs pouvant étre différefité2 On peut envisager de pallier a ce probleme en utilisant un

autre systeme de productiatu superoxydecompatibleavec I'établissement denétiquesde
disparition et ne faisant pas intervenir d'activation par la lumiere.

pH 5,6 7.0

ty2 DEPMPO 47 38
t, ,EMPO

ty, EMPO 16,8 8,2
t,,, DMPO

Tableau 3-15: Stabilité relative de I'adduit EMPO-OOH
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Figure 3-25: Courbe de décroissance de EMPO-OOH (Tampon phosphate pH 5,6)

3.2.4.6Conclusion sur le piegeage avec 'lEMPO

Le comportement général de cette nitrone se rapproche plus de celui de la DEPMPO que de la
DMPO. L'adduit EMPO-OOH reste environ 4 fois moins stable que I'adduit DEPMP O+0&idH
est beaucoup plus persistant que DMPO-Q®Hbis plus stable a pH 7,0). De plus, tout comme
la DEPMPO, 'EMPO ne présente pas les inconvénients que I'on observe dans le cas de la DMPO :
addition nucléophile de I'eaulécompositionde I'adduit du superoxyde en adduit hydroxyle.
Contrairement a la DMPO, on n'observe pas de signaux artéfactuels dds a une mauvaise stabilité
en milieu aqueux dans les conditions physiologiques. On peut par ailleurs envisager de moduler la
liposolubilité de 'TEMPO en faisant varier la chaine alkyle portée par la fonction ester.

3.2.5 Etudes RPE sur les nitroxydes d&0, 73
et 90

Les nitroxydes notésONO, 73NO et90NO ont été obtenus par oxydation respectivement
des pyrrolidines gem-diphosphorédy 73 et90, en présence d'acideétachloroperbenzoique.

(EtO)z(O)P>O<H (HO)Z(O)P>O<H (iPrO)Z(O)P>O<H

(Et0),(0)P" N° "H  (HO)(0)P” N° "H  (iProp(O)p” N 'H

70NO 73NO 90NO
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3.2.5.1Etude conformationnelle sur les nitroxydes
70NOet90NO

Une étudethéorique des phénoménes d'échangesnformationnelssur ces nitroxydes
pyrrolidiniques diphosphorés été réalisée par A. Rockenbauer. Dans le cadre de cette étude, nous
avons préparé les nitroxydg®NO, 90NO et 91NO puis réalisé les études RPE a température
variable dans différents solvants. Nous rapportons ici les conclusions déja publiées de son travail
concernant le nitroxydeONQO79. L'analyse conformationnelle portant sur les nitroxy@&s O et
91NO est en cours. La modélisation a été effectuée a l'aide des programmes EPR et RING du Pr.

Rockenbau€®p.

a. Cas du nitroxyde 70NO

A "température élevée", 293 K, on observe un spectre RPE de 27 raies bien résolues (triplet
de triplet de triplet) (Figure 3-26). Dans les triplets relatifs aux hydrogenes et aux phosphores, les
raies ne sont pas dans le rapport 1:2:1, la hauteur des raies centrales étant inférieure a la valeur
attendue. A cette température, les constantes de couplage deatdmes de phosphore sont
cependant tres voisines, ainsi que celles des deux atomes d'hydrogéne.

A plus basse température, on observe que I'élargissement de ces raies devient plus important et,
vers 200 K dans le dichlorométhane, de nouvelles raies (B et B') apparaissent prés de la position
correspondant au raies centrales de ces triplets.

,93“ l\ I a' Ji Cale |
.%f ?I%‘w'\'ﬁ/‘ml‘w kp‘lW‘(“‘Pﬂrn wim,ﬂ‘
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Figure 3-26: Spectre RPE deONO dans le dichlorométhane
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Dans le cas d€0NO, I'élargissement des raies a été analysé en prenant en compte a la fois les
phénomenes d'échanges conformationnels et de relaxation. De plus, dans le domaine des "hautes
températures”, la largeur de raie est affectée par des couplages lointains mal résolus. Le modéle qui
a été établi pour rendre compte des phénomeénes observés implique I'échange entre quatre sites
conformationnels non équivalents (deux pour l'inversion du cycle pyrrolidinique et deux pour la
rotation autour des liaisons C-P). Ce modéle est décrit avec précision dans la publication citée

ci-dessu®’. Le calcul des constantes de couplage, au phosphore et a I'hydrogéne, aux différentes
températuresétudiées montre qu'au-dessusde 250 K onn'observeque deux couplages
significativementdifférents pour chacun des deux noyaux. En-dessous de 250 K (dans le
dichlorométhane), la situation devient différente et on trouve deux paires de constantes de couplage
nettement différenciées pour chaque type de nqigdrogéne et phosphore) correspondant a
I'existence de quatre sites conformationnels.
De I'étude a température variable, grace a la loi d'Arrhénius, nous pouvons déduire que la valeur
de la barriére de potentiel pour l'inversion du cycle est de 27 klehgue la barriére de rotation
pour la liaison C-P est de 6 kJ.mMoA haute température, la fréquence d'inversion du cycle est de
I'ordre de 18 Hz, la rotation autour des liaisons C-P est totalement libre et I'élargissement des
raies est d'abord attribuable a l'inversion de cycle. Dans le régime des basses températures, a partir
de 220 K, du fait de la barriere élevée pour l'inversion de cycle, la rotation autour des liaisons C-P
devient alors le facteur prédominant de I'élargissement des raies.
L'étude conformationnelleindique que lecycle est sous forme twistT, déforméevers une
enveloppe E

Il est important de remarquer que généralement dans un radical libre la pseudo-rotation d'un
cycle a 5 chainons est un phénoméne trés rapide qui ne se traduit pas par I'élargissement des raies

du spectre RPE. Dans le cas présent, c'est la présence de larges couplages hyperfins avec les
atomes de phosphore qui contribue a détecter la pseudo-rotation du cycle ; en effet, I'élargissement
des raies RPE est proportionnel au carré de la différence entre les constantes de couplage des sites
en échange.

b. Cas du nitroxyde 90NO

Comme nous l'avons déja dit en introduction, les étude3GNO et 91NO sont en cours
de réalisation par A. Rockenbauer. Les premiers résultatsntrent que la présence de
groupements diisoproxyphosphoryle ralentit significativement les échanges conformationnels. Ce

phénomene est encore plus accentué dans le benzene : ceci pourrait étre di a une corfiplexation

entre le benzéne et le radical, comme cela a été rapporté par®Burnett

La libre rotation du groupement phosphoryle est ralentie d'un facteur proche de 6 a 283 K quand
on passe de groupements diéthoxyphosphoryle a diisoproxyphosphoryle. A la méme température
pour le nitroxyde90ONO, le remplacement du dichlorométhane par du benzéne comme solvant
ralentit la rotation autour de la liaison C-P d'un facteur 4.
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3.2.5.2Etude des effets de solvant sur les spectres RPE
de70NOet90NO

Nous avonsétudié a températureambiantele nitroxyde70NO dans 11 solvants. Les
caractéristiques des spectres RPE obtenues sont présentées sur le Jdlie@omme nous
avons réalisé cette étude a température ambiante, la pseudo-rotation du cycle reste suffisamment
élevée (et I'élargissement des raies faible) pour permettre, en premiére approche, de simuler les
spectres RPE sans prendre en compte les phénomenes d' échange conformationnel.
Nous n'avons pas noté de grande variation dans les constantes de couplage lorsqu'on passe de
solvants aprotiques a des solvants protiques, la variation restant faible méme dans le cas de l'eau.
Nous n'avons pas pu établir de corrélation entre la polarité du solvant (utilisation du E(T)N) et la
variation des constantes de couplage. La variation du facteur de Landé g est faible elle aussi, et la
non plus nous ne mettons pas en évidence de corrélation entre le E(T)N et le facteur g.
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Figure 3-27: Spectre RPE deONO dans le benzéne
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Figure 3-28: Spectre RPE deONO dans l'eau
Solvant (E(T)N) a/lG 4,/G 4,/G 8,/G 8,/G long./G g
Tétrachlorure de carbone (0,005213,9 18,1 17,6 42,7 419 148,1 2,0Q60
Toluene (0,099) 13,9 18,1 17,7 42,8 42,1 148,6  2,0060
Acétonitrile (0,46) 14,0 18,2 17,7 42,8 42,1 148,8 2,0Q59
Hexane (0,009) 13,9 18,2 17,6 43,0 42,2 148,9 2,0060
Benzene (0,111) 13,9 18,2 17,7 43,0 42,3 149,1 2,0060
Diméthoxymeéthane 13,9 18,1 17,7 429 42,2 1488 22,0060
Diméthylformamide (0,4) 14,0 18,2 17,6 43,0 42,3 1493 2,0060
Dichlorométhane (0,31) 14,0 18,3 17,9 43,1 42,4 149,8 2,0Q59
Ethanol (0,65) 14,0 18,3 17,9 43,5 42,7 150,4 2,0058
Acide acétique (0,65) 14,1 18,6 18,2 44,0 43,3 152,4 2,0059
Eau (1) 14,5 19,2 19,1 44,6 44,0 156,0 2,0058

Tableau 3-16: Parametres des spectres RPE du rad@blO dans différents solvants

Au paragraphe précédent, nous indiquons un ralentissement des échanges conformationnels pour
le nitroxyde90NO. Nous avons réalisé le spectre de ce radical dans le dichlorométhane et dans le

benzéne, et dans les deux cas nous avons été obligés de tenir compte de ces échanges. Les raie:

pour lesquelles (/' + m™ = O ou ' + m"?= O (ou la somme des deux) sont élargies,
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I'élargissement étant plus fort dans le benzene que dans le dichlorométhane (Figure 3-29 et Figure

3-30). Les résultats obtenus corroborent ceux de

précédemment pour le radiG@NO.

I'étubmformationnelle rapportée

Calc.

Exp.

Figure 3-29: Spectre RPE d@0NO dans le dichlorométhane (25°C)

REpEY

Calc.

Exp.

Figure 3-30: Spectre RPE d@0NO dans le benzéne (25°C)
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Dichlorométhane Benzéne
a,/G 13,9 14,3 13,8 13,8
a, /G 18,8 16,3 18,5 15,6
a,, /G 17,2 19,9 17,1 19,9
&, /G 44,4 40,0 43,6 38,8
a, /G 41,2 45,3 41,1 449
Autres couplages 0,3 (2) 0,4 (2)
G 0,4 (2) 0,4 (2)
g 2,0060 2,0060 2,0060 2,0060
Population 0,682 0,318 0,655 0,345
T d'échange /ns 11,1 38,5

Tableau 3-17: Parametres des spectres RPE du rafl@lO dans différents solvants (25°C)

3.2.5.3Etude du nitroxyde/3NO

A cause de sa mauvaise solubilité dans la plupart des solvants, nous n‘avons pu réaliser
I'étude du radical 3NO que dans des solutions aqueuses basiques. A pH 13, dans la soude nous
obtenons un spectre a 21 raies (Figure 3-31) dont les caractéristiques spectrales sont présentées
dans le Tableau 3-18. En supposant que son etanférieur a 186.87 le nitroxyde73NO est
sous forme de sel tétrasodique.

Lorsqu'on compare, dand'eau, ce nitroxyde avec7/ONO, on constate des différences
significatives des constantes deouplage avec l'atome d'azote et des facteurs de Landé

(8, = 16,1 G,g = 2,0054 pour 73NO et 3 = 145G, g = 2,005§ pour 70NO). Ce
changement résulte d'un fort effet inducteur donneur du groupement phosphonato qui favorise la
forme mésomere b du Schéma 1-19 de la page 35. Normalement cette augmentation du couplage a
l'azote g s'accompagnel’'une augmentationdu couplageau phosphore ,a En fait, c'est le

contraire que nous constatons, c'est-a-dire wh@inution (8 = 40,6 G pour73NO et

a, = 44,3 G poui7ONO) : ceci peut étre relié a la diminution de la constante B dans I'équation

de McConnell (g, = B, cos 6; B, = B x p,, B = constantede transmission de spin par

hyperconjugaisomp,, = densité de spin sur I'azote), plutét qu' a un changement de conformation.
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Calc.

Exp.

Figure 3-31: Spectre RPE du radicaBNO a pH 13 (NaOH / kD)

Solvant alG a,/G 3,/G a8,/G a,/G g

Soude aqueuse (pH 13) 16,1 211 21,0 40,4 40,9 2,0054

Tableau 3-18: Parametres du spectre RPEZ/@NO

3.2.5.4Conclusion sur les différentes études portant
sur les nitroxyde§ONO, 73NO et90NO

Ce type de molécule n'était pas décrit avant nos études. Plusieurs membres de cette famille
de radicaux présentent des phénomeénes d'échange conformationnel intéressants et la présence de:s
groupements phosphorés géminés permet d'observer la pseudo-rotation du cycle pyrrolidinique. Il

est intéressant de constater que malgré I'existence de deux hydrogénes portés par le aarbone en

de la fonction nitroxyle (favorisant la réaction de dismutation), les nitroxy@&s0, 73NO et
90NO sont tous les trois persistants pendant plusieurs jours.
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3.3.CONCLUSION SUR LE SPIN-TRAPPING

Nos expériencesdde spin-trapping ont permis deomparerles performancesdes trois
nouvelles nitrones ci-dessous : (Schéma 3-38)

(EtO)2(O)P. (EtO),(O)P (EtO),(0O)P. EtO,C
N N N (Et0)20)P” N N
o}

o) o) ®) o)
DMPO DEPMPO ESP DPBO EMPO

Schéma 3-38 Nitrones utilisées lors de nos expériences de spin-trapping

3.3.1Piegeage du superoxyde

La formation du superoxyde est le premier acte dans la séquence de réactions pouvant aboutir
a une situation de stress oxydatif. La détection et le dosage de ce radical sont primordiaux pour
évaluer son réle dandiversessituations physiopathologiquesC'est donc essentiellemenpar
rapport au piégeage du radical superoxyde que nous avons comparé les nitrones ci-dessus.

Dans la nitrone ESP, l'introduction d'un groupement méthyléne comme espaceur entre le
cycle 3,4-dihydro-H-pyrrole et le groupementdiéthoxyphosphorylea des conséquences
importantes sur le piégeage du superoxyde. Les performances de ESP sont plus proches de celles
de la DMPO que de celles de la DEPMPO. Ainsi a pH 7 dans un tampon phosphate 0,1 M le temps
de demi-vie de I'adduit ESP-OOH n'est que de 138 s (780 s pour DEPMPO-OOH et 50 s pour
DMPO-OOH) et sa décomposition s'accompagne de la formation de I'adduit ESP-OH.

On peut faire des hypothéses susceptibles d'expliquer ce résultat. Keishh® ont
montré que les nitroxydes sooapablesde catalyserla dismutationdu superoxyde selon le
processus présenté sur le Schéma 3-39.

N ] N4

N-O + 0, + 2H ——> N=0 + H,0, (178)

/ /

N - AN .

N=0 + O ——— N0 + 0, (179)
20, + 2H" ———> H,0, + O, (1)

Schéma 3-39 Dismutation du superoxyde
catalysée par un nitroxyde
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En présence de NADH et de0O, les auteurs ont pu mettre en évidence la réduction (a deux
électrons) d'une forme oxydée du nitroxyde : (Schéma 3-40)

\N o ’ + \|§| o) (178)
-0 + 0% + 2H ——» = + H,0

/ 2 / 2Y2

\# \

/N=O + NADH _—> /N—OH + NAD® (180)

Schéma 3-4Q Réduction de I'oxoammonium par la NADH

La vitesse de réduction diminue lorsque le potentiel d'oxydation du nitroxyde augmente (Tableau
3-19).

Vitesse relative de

EYY (apparent) eSS ]
1/2 réduction (selonle  Réf.

Nitroxyde

/mV, versus NHE Schéma 3-40)

88

q_d 722 1,0
88

Oq_d 913 0,33
88

N—O’ 976 0,02

s

89

Ifé\j_o' 779 -

89
P(O)(OEt),

Tableau 3-19: Potentiel d'oxydation et vitesse de réduction
de quelques nitroxydes

Lors des essais de piégeage par une nitrone du superoxyde, celupmadist sur une
courte période de temps et sa concentration est certainement toujours importante par rapport a la
concentrationde l'adduit de spin correspondant. Il esisonnablede penser qud'une des
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principales voies de disparition de I'adduit de spin, résulte de son oxydation par le superoxyde en
cation oxoammoniumsuivie soit de ladécompositionde ce dernier soit de saduction en
hydroxylamine.

Si I'on examine l'influence d'un groupe diéthoxyphosphoryle directement lié gdenl&fonction

nitroxyle sur le potentiel d'oxydation (Tableau 3-19), on peut comprendre qu'en présenct de O
la persistancede l'adduit DEPMPO-OOH soit beaucoup plus grande qeelle de l'adduit
DMPO-OOH.

En ce qui concernel'adduit ESP-OOH on peut s'attendre a ce que I'éloignement du groupe
diéthoxyphosphoryle rende son oxydation en cation oxoammonium plus facile que pour I'adduit
DEPMPO-OOH. Dés lors, il est logique que I'adduit ESP-OOH ait un comportement proche de
celui de I'adduit DMPO-OOH.

Le comportementde l'adduit EMPO-OOH est en accord avec I'hypothéséveloppée
ci-dessus. En effet on peut raisonnablement penser que I'effet électroattracteur exercé par le groupe
-CQ,Et est inférieur a celui exerceé par le groupe -P(O)(QHONt I'effet est équivalent a celui
d'un groupe -Cf?0. En conséquence on observe pour I'adduit EMPO-OOldamportement
plus proche de celui de I'adduit DEPMPO-OOH que de celui de I'adduit DMPO-OOH.

En ce quiconcernel'adduit DPBO-OOH nous n'avons pas pu réaliser de mesures
reproductibles de son temps de demi-vie. D'aprées I'hypothése développée ci-dessus le temps de
demi-vie de DPBO-OOH aurait da étre le plus €levé. La présence de deux groupes -P{O)(OEt)
fortement électroattracteuet trésencombrantsstériqguementest susceptibled'induire d'autres
mécanismes de décomposition qui restent a élucider.

3.3.2 Piégeage d'autres radicaux

En ce qui concerne la détection par RPE des adduits de spin de divers radica@Ve

GS"), on peut dire que les nitronegsudieées(ESP, DPBO, EMPO) ont descomportements
globalement identiques a ceux de la DMPO et de la DEPMPO.
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4. CONCLUSION

Comme les maladies contagieuses, les idées neuves demandent une
certaine période d'incubation avant qu'elles soient reconnues.
(Arthur Koestler, les somnambules)
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L'objectif de notretravail était de contribuer a I'étude de linfluence du groupe
diéthoxyphosphoryle sur le temps de demi-vie de I'adduit superoxyde DEPMPO-OOH obtenu avec
la DEPMPO. Nous avons préparé diverses nitrones et étudié le piégeage du supetotgde
guelques autres radicaux. L'examen de nos résyl@ateet d'ébaucher une hypothése. Le

groupement -P(O)(OEtyendrait difficile I'oxydation de I'adduit DEPMPO-OOH pag-Opour

former 'oxoammonium correspondant. Le temps de demi-vie des adduits nitrone-OOH devrait étre
modulé par la présence de groupements plus ou nébéeoattracteursur le G du cycle
3,4-dihydro-H-pyrroled-oxyde. Ceci est vérifié dans le cas de 'EMPO et devrait étre confirmé

par I'étude des adduits du superoxyde avec les nitrones ci-dessous (Sehgnuont les
syntheses sont en cours de réalisation dans notre laboratoire.

O
EtO\ 1] Me\” Et—g
/P /P I F3C EtO,C
Me + 2 Me + O - + /2 + 2
) ) \ \ \
o o o o o
EMPO

Schéma 4-1 Nouvelles nitrones en cours de réalisation

Il serait intéressant également de pouvoir disposer en milieu aqueux d'une source lente et

continue de superoxyde. Il faut signaler a ce propos la communication récente de K.U.dagold
a montré que cet objectif était atteint avec le systeme suivant : (Schéma 4-2)

_OZC—DCHZ-O-N:N-O-CHZQ—COZ' — 2 'OZC—OCHZ-O' + N, (181)

; - HO | -

0,C CH»-O > 0,C CH-OH (182)
. O =

'OZC—®—CH-OH —2, +'02C—@CHO + HY (183)

Schéma 4-2 Nouveau systeme de génération du superoxyde

La formation et I'évolution des adduits nitrone-OOH pourraient étre suivies en faisant varier la
concentration de superoxyde dans le milieu.
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5. PARTIE EXPERIMENTALE

Certains des exploits les plus fantastiques ont été accomplis par
des individus trop bétes pour comprendre qu'ils étaient impossibles.
(Doug Larson, United Feature Syndicate)
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5.1.INTRODUCTION

Les spectres de RMN ont été effectués sur les appareils BRUKER ACHLQMO MHz ;*'P,

40,53 MHz ;°F, 94,22 MHz *C, 25,18 MHz) , BRUKER AC 200, 200 MHz ;**C, 50,32

MHz) et BRUKER AM 400X {H, 400 MHz ;*'P, 162,12 MHz ;*C, 100,61 MHz). Les RMN

13C et*'P sont réalisées avec découplagé&-hu

Les déplacements chimiques sont donnés en ppm, par rapptatraanéthylsilangréférence

interne) pour le proton et le carbone et par rapporfROHa 85 % (référence externe) pour le
phosphore. Les constantes de couplage sont en Hz.

Les spectres Infra-Rouge ont été effectués sur un appareil a transformée de Fourier Mattson 1000.
Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil Bichi B510 a bain d'huile.

Les mesures d'analyse élémentaire ont été effectuées par le service commun de la microanalyse de
I'Université de Droit, d'Economie et des Sciences d'Aix-Marseille 111, a la faculté des Sciences et
Techniques de Saint-Jérome.

Les spectres de masse et HRMS ont été réalisés par le service de Spectrométrie de Masse Haute
Résolution du Centre Régional des Mesures Physiques de I'Ouest (Université de Rennes I) sur un
spectrometre VARIAN MAT 311 avec couplage CPG. Les résultats sont donnés en gramme.

Le suivi des réactions par chromatographie sur couche mince ainsi que les purifications sur gel de
silice ont été réalisés avec de la silice "Silicagel 60, 230-400 mesh". Les révélateurs utilisés sont
I'éclairage UV et I'acide phosphomolybdique en solution dans I'éthanol.
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5.2.SYNTHESE DU 2-
(DIETHOXYPHOSPHORYLMETHYL)-2-
METHYL-3,4-DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-
OXYDE (ESP) 3

5.2.1Via la réaction d'Arbuzov (Voie n°1)

5.2.1.1Synthese du 4-méthylpent-4-én-1-k

MOH

Dans un tricol de 500 ml, oimtroduit le bromure deméthyltriphényl phosphonium(41,1 g;

0,115 mol). On purge a l'azote, puis on ajoute 250 ml de THF, distillé au préalable sur le radical
anion de la benzophénone. On additionne en 10 mn 50 ml de n-butyllithium 2,5 M en solution
dans I'hexane (0,125 mol). L'addition est exothermique. On ajoute ensuite 50 ml de THF, puis la
5-hydropentan-2-on€9,7 g; 0,095 mol), distillé avant usage, esadditionnéeen 3 mn a
température ambiante. On laisse sous agitation pendant 4 heures et on évapore le solvant sous
pression réduite. On reprend ensuite avec 200 ml d'eau et on extrait la phase aqueuse par 4 fois
100 ml d'éther diéthylique. Apres séchage sySy on filtre sur fritté et on évapore le solvant

sous pression réduite. Le produit brut contient de I'oxyde de triphénylphosphine. On distille au
four & boules (60 °C, 2666 Pa) pour obtenir 5,0 g (rendement 52 %) d'un liquide incolore. Les
données analytiques sont conformes a celles de la littérature.

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 5 1,6-2,2 (m, 4H, ©,-CH,); 1,72 (s, 3H, €,-C=); 2,3 (s, 1H, B);
3,65 (t, 2H, J = 7,0, B,-OH); 4,74 (s, 2H, €,=) ppm.

13C (50 MHz; CDCY) : & 22,4 CH,-C=); 26,2 CH,-C=); 38,3 CH,-CH,-OH); 62,6 CH,-OH);
110,2 CH,=); 117,7 (=) ppm.

IR (sans solvant) : 3374)(,); 3074 (c.2); 2940 Pcysp); 2880; 1652\c); 1445 Bcpis2);

1376 Qcpsp)s 1066 By ,); 887 (alcene gem disubstitué); 745%tm

b.p.:65-68 °C /2666 Pa.
R; : 0,40 (dichloromeéthane / éthanol 95/ 5).
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5.2.1.2Synthese de la 4-méthylpent-4-én-1-amizig

Dans un tricol de 500 ml, on place le phtalimide (6,0 g; 0,6wl) et latriphénylphosphine

(10,6 g; 0,040 mol). Le montage est purgé a I'azote. On ajoute 200 ml de THF fraichement distillé
sur le radical anion de la benzophénone. Le 4-méthylpent-4-ér24-¢4,2 g; 0,042 mol) et
I'azocarboxylate de diéthyle (7,0 g; 0,040 mol) sont ajoutés goutte a goutte, simultanément en
4 mn, en refroidissant a l'aide d'un mélange eau / glace / sel. On laisse pendant 3 jours sous
agitation magnétique et a I'abri de la lumiére. On évapore le THF sous pression réduite et I'huile
obtenue est dissoute dans 200 ml de méthanol. On ajoute I'hydrazine (3,9 ml; 0,080 mol) de fagon
rapide. On porte a reflux pendant 12 heures, puis on rameéne le mélange a température ambiante.
On ajoute en 4 mn 6 ml d'acide chlorhydrique concentré et on chauffe a reflux pendant 8 heures.
On refroidit, et on évapore le solvant a I'évaporateur rotatif. Le solide est lavé avec une solution
d'acide (200 ml KO pour 8 ml HCI 37 %) par portion de 50 ml. On filtre sur blchner et les
cristaux sont rincés avec du chloroforme. Les phases aqueuses sont lavées avec du chloroforme
(3 fois 30 ml) et avec de I'éther diéthylique (1 fois 30 ml), puis elles sont refroidies a 0 °C, et
basifiées par NaOH et NaQ,. Les deux phasegésultantessont extraites par de ['éther
diéthylique (5 fois 40 ml). Les phases organiques sont lavées par une solution saturée de NaCl
(1 fois 30 ml) et séchées sur J$&, anhydre. On filtre et on évapore a I'évaporateur rotatif. On
obtient une huile brune, qui est distillée au four a boules (40 °C, 2666 Pa). On obtient un liquide
incolore, 1,5 g (rendement38 %). Les donnéesanalytiquessont conformes &elles de la
littérature.

RMN

'H (100 MHz; CDCl) : 1,63 (m, 2H, J = 7,1, CHCH,-CH,); 1,75 (s, 3H, E&,-C=); 2,08
(t, 2H, J = 8,0, €l,-C=); 2,69 (t, 2H, J = 7,2,l&,-NH,); 4,70 (s, 2H, €,=) ppm.
IR (sans solvant) : 338@)(, ,); 3300 Yy,,,); 3074 Oce2); 2934 Ocpep); 2857 Ppgp); 1650

(Veoo)i 1447 Bepyg2); 1375 By 2); 888 (alcene gem disubstitué) ‘tm
R; : 0,60 (dichlorométhane / éthanol 95/ 5).
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5.2.1.3Synthése diN-(4-méthylpent-4-ényl) carbamate
de benzyl@2

)‘\/\/H\H/O\/Q

O

Dans un bicol de 100 ml, on place la 4-méthylpent-4-én-1-a@8€l,9 g; 19,6 mmol) et la
triethylamine (6,0 g; 59,5 mmol) dans 30 ml de THF anhydre. On ajoute le chloroformiate de
benzyle fraichement distillé (4,6 g; 26,9 mmol). La réaction est exotherm@udaisse sous
agitation magnétigue pendant 19 heures, puis on évapore le THF et le produit pateux ainsi obtenu
est dissous dans 30 ml d'éther. On lave successivement avec de I'eau (2 fois 25 ml), une solution
acide pH 1 (2 fois 25 ml), une solution basique pH 13 (2 fois 10 ml) et enfin 10 ml d'eau. On
seche sur N&Q,. On filtre et on évapore le solvant a I'évaporateur rotatif. Le chlorure de benzyle
résiduel est éliminé par évaporation a la pompe (0,5 Pa, 3 hdaangsératureambiante). On

obtient alors 4,0 g (rendement 87 %)x&

RMN

'H (100 MHz; CDCL) : 8 1,60 (m, 2H, J = 6,2, CHCH,-CH,); 1,70 (s, 3H, @,-C=); 2,01

(t, 2H, J = 8,1, €,-C=); 3,18 (q, 2H, J = 6,1,1,-NH-C=0); 4,70 (s, 2H, 8,=); 5,09 (s,
2H, Cljg-Ph); 7,35 (s, 5H, g—|_§-) ppm.

IR (sans solvant) : 3419; 333Q,{ amige)s 3068 Vcps2); 3032 Ucyis2); 2937 Ppep)s 1702 o)
1648 (..c); 1530 Q,,); 1455; 1257\, ,.o); 1135; 1040; 889alcenegem disubstitu€); 735

(benzéne monosubstitué); 698 (benzéne monosubstitué) cm
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5.2.1.4Cyclisation du N-(4-méthylpent-4-enyl)
carbamate de benzyle, obtention du N-(2-
iodométhyl-2-méthyl tétraméthylene)carbamate de
benzyle?13

Dans un bicol de 100 ml, on introduit le carbamaf(1,1 g; 4,5 mmol) et NaHC{O0,6 g;

7,0 mmol) dans un mélange,Bt/ H,O (23 ml / 10 ml). On protege de la lumiére et on laisse sous
agitation pendant 48 heures. L'excés d'iode est enlevé par un lavage avec une solution aqueuse de
Na,SQO,. On séepare I'éther, et la phase aqueuse est extraite par de 'acétate d'éthyle (3 fois 30 ml).
Les phases organiques sont réunies et lavées par une solution saturée en NaCl gi(R&I€0

10 ml). On séche sur DN&O, anhydre puis on filtre et le solvant est évaporé sous pression réduite.

On obtient 1,2 g (rendement 70 %) de produit brut. Pour caractérisation, le produit est purifié par
chromatographie préparative sur plaque (éluant éther de pétrole / acétone 7/ 3).

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 3 1,56 (s, 3H, €l,-C-N-); 1,80 (m, 4H, C-&,-CH,-CH,-N); 3,45 (m,
2H, CH,-CH,-N); 3,55 (d, 1H, J = 9,8, ICHH,,-C); 4,04 (d, 1H, J = 9,8, I§,,H,,-C); 5,06
(d, 1H, J = 12,0, 0=C-C{H,,Ph); 5,15 (d, 1H, J = 12,0, O=CHg H,Ph); 7,36 (m, 5H,
CeHs-) ppm.

R; : 0,39 (éther de pétrole / acetone 7/ 3).
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5.2.2Via la réduction d'un groupement nitro
(Voie n°3)

5.2.2.1Synthese du (2-hydroxyiminopropan-1-yl)
phosphonate de diéthyl&3:

\(\ P(O)(OE),

N

[

OH

Dans un bicol de 100 ml, on met le chlorhydrate d'hydroxylamine (2,0 g; 28,2 mmol) avec la
pyridine (2,2 g; 28,3 mmol) dans 25 ml de méthanol. On ajoute le 2-oxopropylphosphonate de
diéthyle 32 (5,2 g; 26,9 mmol) erl heure. On laisse soiwagitation pendant 24 heures. Le
méthanol est évaporé sous pression réduite pour obtenir un liquide visqueux jaune qu'on reprend
par 12 ml d'acidechlorhydriquel M. La phase aqueuse esttraite par 4 fois 20 ml de
chloroforme et les phases organiques sont lavées par 25 ml d'eau. On séch8Guamgydre

puis on filtre et le solvant est évaporé sous pression réduite. On obtient 4,5 g (rendement 80 %)
d'huile jaune.

RMN

'H (200 MHz; CDC)) : & 1,35 (t, 6H, J = 2,9, 8,-CH,-O-P); 2,04 (s, 3H, B,-C); 2,82 (d,

1H, 1, = 22,1, O-P-BlH,,-C); 3,09 (d, 1H, J,, = 23,1, O-P-CHH,,-C); 4,15 (g, 4H,

J =7,3, CH-CH,-O-P); 7,34 (s, 1H, N-8) ppm.
*1P (40 MHz; CDCl) : 8 25,5 (E); 24,2 (Z) ppm.
R; : 0,17 (dichloromeéthane / éthanol 20/ 1).



215

5.2.2.2Synthese du 2-aminopropylphosphonate de
diéthyle31s

T PO)(OEY,

NH.,

Une solution de 2-oxopropylphosphonate degthyle 32 (1,0 g; 5,2 mmol), d'acétate
d'ammonium (4,0 g; 5,15 mmol) et de cyanoborohydrure de sodium (0,3 g; 5,2 mmol) dans 15 ml
de méthanolest agitée a températureambiantependant 72 heures, puis @joute de l'acide
chlorhydrique concentré jusqu'a pH 2. Le méthanol est évaporé sous pression réduite. Le résidu
est repris dans 10 ml d'eau et lavé par 3 fois 10 ml d'éther diéthylique. La solution aqueuse est
amenéea pH 12 avec de la potasse, saturée par du Na€ktetite par 3 fois 12 ml de
dichlorométhane. La phase organique est séchée sur sdateagnésium. Apréfiltration et
évaporation sous pression réduite du solvant on obtient 0,9 g (rendement 88240) de

RMN
'H (100 MHz;CDCL) : & 1,20 (d, 3H, J = 7,1, (H,-CH-NH,); 1,33 (t, 6H, J = 7,0,

CH,-CH,-0); 1,6-2,2 (m, 2H, B,-P); 2,55 (s, 2H, -N,); 3,30 (m, 1H, CK-CH-NH,) ; 4,10
(at, 4H, 3 =7,0, J = 12, GHCH,-O) ppm.

13C (25 MHz; CDCJ) : & 15,7 (CH,-CH,-O-P-O-CH-CH,); 15,9 (CH-CH,-O-P-O-CH-CH.,);
24,6 (d, J, = 16,2, CH,-CH(NH,)-CH,-P); 35,2 (d, J = 137,8CH,-P); 42,0 (d, J = 4,3,
CH-NH,); 61,5 (d, J = 3,1, C{CH,-O) ppm.

1P (40 MHz; CDCI) : 8 28,7 ppm.
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5.2.2.3Synthese du 2-nitropropylphosphonate de
diéthyle2%

T PO)(OEY,

NO,

Une solution de31 (1,0 g; 5,2 mmol) dans 2,5 ml de 1,2-dichloroéthane est ajoutée goutte a
goutte dans une solution a reflux d'aawlétachloroperbenzoique 75 % (4,7 g; 27,5 mmol) dans

15 ml de 1,2-dichloroéthane. La solution est agitée a reflux pendant 16 heures, refroidie, lavée
avec une solution aqueuse saturée el€Na(3 fois 10 ml) et séchée sur Mgs@pres filtration,

le solvant est évaporé sous pression réduite pour obtenir 0,8 g (rendement &8%) de

RMN

'H (100 MHz; CDCL) : & 1,34 (t, 6H, J = 7,0, H,-CH,-0); 1,68 (d, 3H, J = 6,7,
CH,;-CH-NO,); 1,7-2,7 (m, 2H, @,-P); 4,12 (qt, 4H, J = 7,0, CHCH,-0O); 4,85 (m, 1H,
CH,-CH-NO,) ppm.
'*C (50 MHz; CDCL,) : 16,2 (d, J = 5,5CH,-CH,-0); 16,3 (d, J = 5,3CH,-CH,-O); 20,6
(d, J = 7,3,CH,-CH-NGO,); 31,1 (d, J = 143,5CH,-P); 62,2 (d, J = 2,7, C}CH,-0); 78,2
(CH-NO,) ppm.
*1P (40 MHz; CDCI) : 8 23,9 ppm.
Analyse élémentairepour GH,,NO.P

C H N

Calc. (%) 37,33 7,16 6,22
Exp. (%) 37,42 7,08 6,20




217

5.2.2.4Synthese du (4-formyl-2-méthyl-2-
nitrobutyl)phosphonate de diéthy28

(EtO),(O)P ﬂ
O
H

NO,

Une solution d'acroléin80 (0,3 g; 5,0 mmol) dans 2,5 ml d'acétonitrile est ajougéatte a
goutte &9 (1,0 g; 4,4 mmol) a 0 °C. Le milieu réactionnel est refroidi a -5 °C @t i@ Triton B

(hydroxyde deN-benzyltriméthylammonium) 40 % sont ajoutés goutte a goutte enrlOLe

milieu est agité a 0 °C pendant 2 heures puis a 10 °C pendant 20 heures, refroidi a 0 °C et de
I'acroléine (0,1 g; 2,4 mmol) est ajoutée goutte a goutte. La solution est agitée a 0 °C pendant
2 heures puis a 10 °C pendant 20 heures. Finalement, le milieu réactionnel est refroidi a 0 °C, on
ajoute de lI'eau (2 ml) etine solution d'acidehlorhydriquea 4 % jusqu'apH 3. La phase
organique est séchée sur MgSAprés évaporation sous pression réduite du solvant on obtient
0,8 g (rendement 64 %) @& brut, qui est suffisamment pur pour I'étape suivante.

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 8 1,31 (t, 3H, J = 7,2, 18,-CH,-0); 1,32 (t, 3H, J = 7,2, 1&,-CH,-O);

1,76 (s, 3H, €;-CH-NO,); 2,2-2,8 (m, 6H, P-8,-C-CH,-CH,-C=0); 4,10 (qt, 4H, J = 7,2,
CH,;-CH,-0); 9,74 (s, 1H, €0) ppm.

13C (50 MHz; CDC}) : & 16,2 (d, J = 7,1CH,-CH,-0); 23,9 (d, J = 3,3CH,-C-CH,-P); 32,0

(d, J = 8,4,CH,-C-CH,-P); 34,8 (d, J = 142,4CH,-P); 38,1 CH,-CHO); 62,2 (d, J = 6,9,
CH,-CH,-0); 87,7 C-NO,) ppm.

%P (40 MHz; CDCl) : 8 22,2 ppm.



218

5.2.2.55ynthese du 2-(diéthoxyphosphorylméthyl)-2-
méthyl-3,4-dihydro-B-pyrrole-1-oxyde (ESPJ3s

(EtO)Z(O)Pw
4 2
N

I_
O

A une solution d&8 (1,0 g; 3,6 mmol) dans 8 ml d'éthanol 95 % sont ajoutés lentement, sous
agitation mécanique et a une température de 2 °C, du zinc en poudre (0,6 g; 9,2 mmol), goutte a

goutte une solution d'acide acétique (0,9 g; 14,2 mmol) dans 3 ml d'éthanol en maitdenant

température voisine de 8 °C. La solution est agitée pendant 15 heures a 2 °C. Le brut est filtré pour
enlever l'acétate de zinc et le gateau est lavé avec de I'éthanol. L'éthanol est évaporé sous pression
réduite, et le filtrat brut est dissous dans 50 ml d'eau. Les impuretés sont enlevées en continu dans

un appareil Jalade avec de I'éther diéthylique, la niBaes extraite de I'eau par le méme procédé
avec ledichlorométhanecomme solvant. La phase organique est séchée suyS®ja Aprés
évaporation du solvant on obtient 300 mg de nit®(endement 30 %).

RMN

'H (200 MHz; CDC}) : 61,34 (t, 6H, J = 7,2, &,-CH,-0); 1,57 (s, 3H, Qd,-C-CH,P);
1,7-2,8 (m, 6H, P-8,-C-CH,-CH,-CH=N); 4,12 (qt, 4H, J = 7,2, CHCH,-O); 6,90 (s, 1H,
=CH) ppm.

13C (50 MHz; CDC}) : 6 16,4 (d, J = 6,1CH,-CH,-0O); 24,7 (d, J = 4,7CH,-C*-CH,-P); 24,9
(CH,); 31,8 CH,); 34,1 (d, J = 142,1CH,-P); 61,9 (d, J = 5,5, C}HCH,-0); 62,0 (d, J = 5,0,
CH,-CH,-0); 74,3 (CH-C*-CH,-P); 133,4 (€H) ppm.

1P (40 MHz; CDCI) : 8 24,9 ppm.

HRMS pour G,H,,NO,P

Masse théorique : 249,1130 Masse trouvée : 249,1137.

Spectrede massepour G,H,,NO,P

m/z:232 (13,40 %); 204 (3,50 %); 138 (HP(O)(QEL)38 %); 125 (13,13 %); 94 (100 %); 80
(7,01 %); 28 (9,70 %).
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5.3.SYNTHESE DU 2,2-
BISDIETHOXYPHOSPHORYL-3,4-
DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-OXYDE
(DPBO) 4

5.3.1Via le rearrangement de Beckmann (Voie
n°1)

5.3.1.1Synthese de la cyclobutanone-oxirar &

N
N~ OH

Une solution aqueuse (10 ml d'eau) de carbonate de sodium (4,8 g; 45,3 mmol) est ajoutée sous
agitation & une solution aqueuse (11 mdleau) de chlorhydrate d'hydroxylamine (6,2 g;

89,5 mmol) et de cyclobutanoi (5,2 g; 73,5 mmol), la température étant maintenue inférieure

a 45 °C. Le milieu réactionnel est agité pendant 1 heure. La phase aqueuse est extraite par de
I'éther diéthylique (4 fois 25 ml) et le solvant est évaporé jusqu'a obtenir une poudre blanche, que
I'on redissout dans de I'acétone (10 ml). Apres séchage sBO)\éltration et reconcentration,

on obtient 4,7 g (rendement 75 %) de cristaux blan@slde

RMN

'H (400 MHz; CDCJ) : 6 1,97 (q, 2H, J = 8,1, N=C-CHCH,-CH,-); 2,87 (dt, 2H, J= 8,2,
J, = 1,0, N=C-,-CH,-CH,-); 2,92 (dt, 2H, J= 8,3, J = 1,0, N=C-@,-CH,-CH,-); 8,88
(s, 1H, -AH) ppm.

'3C (100 MHz;CDCl,) : & 14,5 (N=C-CH-CH,-CH,-); 30,6 (N=C-CH-CH,-CH,-); 31,5
(N=C-CH,-CH,-CH,-); 159,9 (N-€-CH,-CH,-CH,-) ppm.

m.p. : 87 °C (litt. : 84-85 °C).
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5.3.2Via l'acide (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonique73 (Voie n°2)

5.3.2.1Synthese de l'acide (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonique’ 3

(HO)z(O)P>O

(HO),(0)P” "N
H

La pyrrolidin-2-one74 (17,4 g; 0,204 mol) et I'acide phosphoreux (32,9 g; 0,4l) sont
chauffés, sous azote, a 8C jusqu'a dissolution del'acide. L'oxychlorure de phosphore

(39 ml; 0,425 mol) est additionné précautionneusement en 1 heure. La solution est agitée pendant
8 heures a 100 °C pour donner un solide jaune. 1 litre d'eau est additionné et le milieu réactionnel
est chauffé pendant 1 heure a 100 °C, puis filtré sur bichner. La cristallisation du filtrat conduit a
8,0 g (rendement 18 %) du comp@s®e

RMN

'H (200 MHz; DO / NaOD) :5 1,85 (q, 2H, J = 7,1, HN-C}HCH,-CH,-C); 2,17 (h, 2H,

Jios = 7+1, I 14,5, HN-CH-CH,-CH,-C); 3,21 (t, 2H, J = 7,0, HN-E,-CH,-CH,-C)

ppm.

13C (100 MHz; DO / NaOD) : 8 25,4 (HN-CH,-CH,-CH,-C); 31,3 (HN-CH,-CH,-CH,-C);

48,6 (HN-CH,-CH,-CH,-C); 65,8 (t, J , = 118, HN-CH-CH,-CH,-C) ppm.

1P (40 MHz; DO / NaOD) 5 15,9 ppm.

IR (KBF) : 2979 Qys); 2778 Qy); 2707 (P-OH); 2462 (P-OH); 1618,(,.); 1435 Bys9);

1241 (P=0); 1119; 986 (PO-H) cm
Analyse élémentairepour GH,,NO,P,

C H N P
Calc. (%) 20,78 4,80 6,06 26,82
Exp. (%) 20,65 4,90 5,64 26,37
m.p. : 281 °C (déc.).
RX
Formule brute ¢H,,NO,P,
Masse moléculaire (g.md) 231,08

Systeme cristallin triclinique



Groupe spatial (ou de symétrie)

Parameétres de la maille :

a (A)
b (A)
c (A)
o (%)
B ()
y()

Volume (&)

Z (nombre molécule par maille)

D calculé (mg.n)

| (R)

Dimension du cristal (mm)

q max (°)

Nombre de reflexions :

mesurés
uniques

utilisés pour l'affinement

Nombre de variables

R
Rw

4P

6,761(1)
7,798(1)
8,514(1)
78,764(1)

85,570(1)
71,800(1)

418,2(2)

2
1,25
0,71073
0,2*%0,2*0,2
22,60

1137

1137
1001
118
0,049
0,077
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Coordonnées atomiques :

P1

&8 8 2 8 & R 8

C10

C11

C12

C13

H11A

H11B

H12A

H12B

H13A

H13B

0, 1968( 1)
0, 2652( 1)
0, 3046( 3)
0, 2608( 3)
0, 2650( 3)

-0, 0433(3)
0, 0661(3)
0, 4588( 3)
0, 4604( 3)
0, 2507( 4)
0, 0896( 5)
0, 2222(6)
0, 4110(5)
0, 00807
0, 01620
0, 27446
0, 16725
0, 38614

0, 53112

0, 1603( 1)

-0, 05598( 9)

0, 2875( 3)
-0, 0282( 3)
-0, 0323(3)

0, 2494( 3)
-0, 0969( 3)
-0, 1998( 3)

0, 1979( 3)

0, 1647( 4)

0, 3304( 4)

0, 4253( 4)

0, 3981( 4)

0, 29054

0, 41557

0, 36824

0, 55421

0, 48128

0, 42182

0, 51490( 9)

0, 85353( 9)

0, 4099( 2)
1, 0251( 2)
0, 4857(2)
0, 4999( 2)
0, 8151(2)
0,8117(2)
0, 7316(3)
0, 7233(3)
0, 7871(3)
0, 8567( 4)
0, 7478( 4)
0, 86945
0, 70214
0, 96428
0, 85264
0, 64782

0, 79623

0, 0282( 4)

0, 0281( 4)

0, 035( 1)
0, 034( 1)
0,032(1)
0, 035(1)
0, 035(1)
0, 035( 1)
0,033(1)
0,028(1)
0, 034(2)
0, 046(2)
0, 045(2)
0, 05000
0, 05000
0, 05000
0, 05000
0, 05000

0, 05000

1,00 Uij

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
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Figure 5-1: Dessin ORTEP dé3
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5.3.3Via la synthese en une éetape (Voie n°3)

5.3.3.1Synthese des (pyrrolidine-2,2-
diyl)bisphosphonates de tétraalkyl®, 90, 91 et
93

Procédure générale

L'oxychlorure de phosphore (40 ml; 0,44 mol) est additionné en 1 h 15 a -5 °C a une solution de
pyrrolidin-2-one (18,5 g; 0,22 mol) et de phosphite de trialkyle (0,42 mol). Le milieu réactionnel

est agité pendant 5 heures a température ambiante puis versé sur un mélange de glace (300 g) et
d'ammoniaque 32 % (300 ml). La phase aqueesteextraite par du dichlorométhang4 fois

100 ml) et celui-ci est évaporé sous pression réduite pour obtenir une huile jaune. éstuile
dissoute dans 100 ml de dichlorométhane, on rajoute 200 ml d'eau puis de I'acide chlorhydrique
37 % jusqu'a pH 1. La phase aqueuse est lavée avec du dichlorométhane (4 fois 50 ml). On ajoute
de la soude et du carbonate de sodium jusqu'a pH 10 et la phase aqueuse est extraite avec du
dichlorométhane (4 fois 50 ml). La phase organique est séchée sur sulfate de sodium, filtrée puis
évaporeée sous pression réduite pour obtenir le gem-bisphosphonate.

Caractérisations
(Pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonate de tétraéthyle70: (33,4 g, rendement 47

%)
(EtO)Z(O)P>O
(E10),(0)P” "N
H
RMN

'H (400 MHz; GDy) : 5 1,10 (t, 6H, J = 7,1, -O-C}CH,); 1,11 (t, 6H, J = 7,1, -O-C}HCH,);
1,69 (q, 2H, J=6,8,J, = 7,2, HN-CH-CH,-CH,-C); 2,42 (n, 2H, J.,, = 7,2, 4, = 17,7,
HN-CH,-CH,,-CH,,,-C); 2,88 (t, 2H, J = 6,5, HN4&,-CH,-CH,-C); 4,17 (m, 8H, -O-@,-
CH,) ppm.

13C (100 MHz; GD,) : 16,5 (t, 4., = 7,2,CH,-CH,-O-P-); 16,6 (t, J, = 5,5, CH,-CH,-O-P-
); 26,5 (t, 4, = 3,1, HN-CH-CH,-CH,-C); 31,2 (t, ., = 3,0, HN-CH-CH,-CH,-C); 47,7 (t,
Je.p = 4,0, HNCH,-CH,-CH,-C); 62,7 (t, J , = 3,6, CH-CH,-O-P-); 62,8 (t, J, = 151,8,
HN-CH,-CH,-CH,-C); 63,4 (t, 4 , = 5,3, CH-CH,-O-P-) ppm.
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%P (40 MHz; CDCI) : 8 22,5 ppm.

IR (sans solvant): 3480 (NH); 2982; 2932; 2909; 2869; 1456; 1392; 1243 (P=0);
1164 (P-OCH,); 1044; 968; 794; 732; 645; 580; 536tm
b.p.:140°C/8 Pa.

pKa : 3,5
R; : 0,39 (acétone); 0,43 (dichlorométhane / éthanol 19/ 1).

Picrate dérivé de 70:
RMN

'H (100 MHz; CDCl) : 41,33 (t, 6H, J = 7,1, -O-CHCH,); 1,36 (t, 6H, J = 7,1, -O-CH

Cﬂg); 2,2-2,7 (m, 4H, HN-CIz-lCﬂg-Cﬂg-); 3,64 (t, 2H, J = 6,9, HN-ﬂg-CHZ-CHZ-); 4,24
(m, 8H, -O-CGH4,-CH,); 7,99 (s, 2H, +M,); 8,86 (s, 2H, phényle) ppm.

*'P (40 MHz; CDCl) : 3 16,2 ppm.

Analyse élémentairepour G;H,,N,O,,P,

C H N
Calc. (%) 37,75 5,28 9,79
Exp. (%) 37,24 5,34 9,28

m.p. : 128-130 °C.

(Pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonate de tétraisopropyle90: (37,2 g, rendement

45 %)
(iPrO)Z(O)P>O
(iPro),(0)P” N
H
RMN

'H (400 MHz; GD,) : 81,22 (d, 6H, J,, = 6,1, -O-CH-(G1,),); 1,27 (d, 6H, JJ, = 6,4,

-O-CH-(H,),); 1,28 (d, 6H, J,, = 6,3, -O-CH-(G&,),); 1,31 (d, 6H, J,,, = 6,2, -O-CH-
(CH,),); 1,75 (q, 2H, J = 6,8,,J, = 6,9, HN-CH-CH,-CH,-C); 2,37 (tt, 2H, J,, = 7,3, J_,, =
17,7, HN-CI—;-CHz-Cﬂg-C); 2,95 (t, 2H, J = 6,5, HN4§‘2_-CH2-CH2-C); 4,87 (m, 1H, -O-8-
(CH,),); 5,00 (m, 1H, -O-@&-(CH,),) ppm.

13C (100 MHz; CD,) : 23,8 (t,%).., = 6,7, -O-CH-CH,),); 24,0 (t,%J., = 6,4, -O-CH-
(CH.,),); 24,4 (s, -O-CH-CH.),); 24,7 (s, -O-CH-CH.),); 26,4 (t,%J.., = 3,3, HN-CH-CH,-
CH,-C); 31,0 (t?J.., = 3,4, HN-CH-CH,-CH,-C); 47,7 (t,*J.., = 4,6, HN-CH,-CH,-CH,-C);
63,1 (t,"J.., = 151,1, HN-CH-CH,-CH,-C); 70,8 (t,°J.., = 6,7, -OCH-(CH,),); 71,7 (t,°J..,
= 6,2, -OCH-(CH,),) ppm.
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*'P (40 MHz; CDC) : 6 21,2 ppm.

IR (sans solvant): 3471 (NH); 1246 (P=0); 989 (P-OCHjQHn1*.
Analyse élémentairepour G¢H,,NO,P,

C H N
Calc. (%) 48,12 8,83 3,51
Exp. (%) 48,21 8,80 3,51

m.p. :-27 °C.

(Pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonate de tétran-butyle 91 : (23,2 g, rendement

47 %)
(nBuO)z(O)P>O
(nBuO),(0)P |}|
H
RMN

'H (400 MHz; GD,) : 50,82 (t, 6H, J = 7,4, -O-CHCH,-CH,-CH,); 0,83 (t, 6H, J = 7,4,

-O-CH,-CH,-CH,-CH,); 1,32 (sext., 4H, J = 7,3;0-CH,-CH,-CH,-CH,); 1,33 (sext., 4H,
J =175, -0-CH-CH,-CH,-CH,); 1,56 (m, 8H, -O-CLCH,-CH,-CH,); 1,76 (q, 2H, J = 6,9,
Jin = 7,2, HN-CH-CH,-CH,-C); 2,49 (n, 2H, J., = 7.3, 3.4 = 17,8, HN-CH,-CH, -
CH,,-C); 2,97 (t, 2H, J = 6,5, HN4@,-CH,-CH,-C); 4,22 (m, 4H, -O-8,-CH,-CH,-CH,);
4,27 (m, 4H, -O-@,-CH,-CH,-CH,); 5,30 (s, 1HHN-) ppm.

13C (100 MHz; GD,) : & 14,1 (CH,-CH,-CH,-CH,-O-P): 19,4 (CH-CH,-CH,-CH,-O-P); 26,8

(t, ., = 3,2, HN-CH,-CH,-CH,-C); 31,5 (t, 4, = 3,0, HN-CH,-CH,-CH,-C); 33,4 (t,
Jop = 2,7, CH-CH,-CH,-CH,-O-P); 33,5 (t, J, = 2,7, CH,-CH,-CH,-CH,-O-P); 48,1 (t,
Jop = 4,3, HN-CH,-CH,-CH,-C); 63,2 (t, J, = 152,0, HN-CH,-CH,-CH,-C); 67,1 (t,
Jo.p = 3,5, CH-CH,-CH,-CH,-O-P); 67,8 (t, J.» = 3,2, CH-CH,-CH,-CH,-O-P) ppm.

%P (40 MHz; CDCl) : 8 22,7 ppm.
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(N-méthyl-pyrrolidine-2,2-diyl)bisphosphonate de tétraéthyle 93 : (13,2 g,
rendement 17 %)

(EtO),(O)P.

(EtO),(0)p~ N

CHj

Dans ce cas, on utilise Neméthylpyrrolidin-2-one (21,5 g; 0,22 mol) au lieu de la pyrrolidin-2-

one.
RMN

'H (200 MHz; CDC) : 8 1,34 (t, 12H, J = 7,1, -O-CHCH,); 1,84 (g, 2H, J = 6,6, HN-CH

CH,-CH,-C); 2,43 (m, 2H, HN-CHCH,-CH,-C); 2,79 (t, 3H, J = 1,7, €;-N); 2,84 (t, 2H,
J= 6;61 HN_CE'_g_CHZ_CHZ_C); 4a21 (m! 8H! -O_gg-CH:S) ppm

13C (50 MHz; CDC}) : & 16,1 (s, CH,-CH,-O-P-); 23,6 (s, HN-CHCH,-CH,-C); 32,2 (t,

Jo.p = 4,6, HN-CH-CH,-CH,-C); 37,3 (SCH,-N); 55,3 (t, J , = 4,7, HN-CH,-CH,-CH,-C);
62,2 (t, 1., = 4,6, CH-CH,-O-P): 64,2 (t, J,, = 153,0, HN-CH-CH,-CH,-C) ppm.

%P (40 MHz; CDCI) : 8 21,8 ppm.
R; : 0,61 (dichlorométhane / éthanol 19/ 1).
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(N-benzyl-1-aminopropan-1,1-diyl)bisphosphonatede tétraéthyle 96 : (50,5 g,
rendement 57 %)

(EtO),(O)P
CH3-CH2+II\I

(EtO),(O)P H\©
Dans ce cas, on utilise Ntbenzylpropionamide (35,9 g; 0,22 mol) au lieu de la pyrrolidin-2-one.
RMN
'H (400 MHz; CDCJ) : 6 1,12 (t, 3H, J = 7,5, B;-CH,-C-N); 1,31 (t, 6H, J = 7,1, -O-CH
CH,); 1,32 (t, 6H, J = 7,1, -O-CHCH,); 2,13 (0, 2H, J,, = 7,5, 3, = 15,0, CH-CH,-C-N);
4,00 (s, 1H, C-M)); 4,11 (m, 2H, Ph-€,-N-); 4,21 (m, 8H, -O-@&,-CH,); 7,24 (m, 5H,
aromatiques) ppm. i i
'3C (100 MHz; CDC)) : 6 8,5 (t, 4 , = 6,5,CH,-CH,-C-N); 16,5 CH,-CH,-O-P-); 23,5 (CH-
CH,-C-N); 47,9 (t, - = 6,5, Ph€H,-N-); 62,8 (t, 4 , = 140,1, -CH-C-N); 62,8 (t, 3 , =
3,1, CH,-CH,-O-P); 63,1 (t, J, = 3,2, CH,-CH,-O-P); 127,0 (aromatique para); 128,2
(aromatiques ortho); 128,3 (aromatiques méta); 140,5 (aromatique quaternaire) ppm.

*'P (40 MHz; CDCl) : 3 21,5 ppm.

5.3.3.2Synthese du 2,2-bisdiéthoxyphosphoryl-3,4-
dihydro-H-pyrrole-1-oxyde (DPBOX

(EtO),(O)P.
(A

(E10),0)P" N
O

Oxydation par le DMD

Synthése du DML 0210

Dans un ballontricol (4 1) équipéd'une agitation mécanique,d'une grosse ampoule
d'addition pour solide, et d'un tube en U, on introduit un mélange d'eau (254 ml) - acétone
(192 ml) et du NaHCQ(25,0 g). Le milieu réactionnel est refroidi a I'aide d'un bain de
glace a 5 °C. A l'extrémité du tube en U, on place un ballon bicol relié a une trompe a eau.
Ce ballon est placé dans un Dewar : la température est maintenue a (m@laGgeair

liguide - éthanol). A l'aide de l'ampould'addition, on ajoute dans le tricol,l'oxone

(2 KHSQ,.KHSO,.K,SO,) (120 g) en cing fractions, a trois minutes d'intervalle en
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maintenant une tres forte agitation. Trois minutes aprés la derniere addition, on se met sous
vide modéré (10663 a 13329 Pa) et on enléve le bain de glace servant au refroidissement tout
en maintenant une forte agitation. Onobtient comme distillat une solution de
diméthyldioxirane dans de l'acétone qui est séchée, Sl Kpuis conservée au congelateur

(-20 °C) sur tamis moléculaire 4 A. La concentration en diméthyldioxirane est déterminée par
I'analyse du spectre RMNH de I'oxydation du thioanisole (othiométhoxybenzenegn
sulfoxyde correspondant. Le rendement est d'environ 5 %.

'H : 2,48 (s, CHS-Ph); 2,73 (s, CHS(O)-Ph); 3,06 (s, CHS(O),-Ph) ppm.

Oxydation de70
Dans un monocol, on ajoute goutte a goutte en 20 mn une solution de diméthyldioxirane
102 (1,9 ég.) a une solution redroidie a -12 °C d'aminophosphaofaté €q.) dans de
I'acétone (30 ml pour 7,0 mmol @@). Le solvant est évaporé sous pression réduite puis le
résidu est repris dans 1 ml d'acétone, purifié par chromatographie préparative sur plaque 1
mm (éluantdichlorométhaneg éthanolabsolu 10 / 1 -extractionpar du méthanol). Le
rendement est d'environ 20 %.

Oxydation de Brild

Dans un bicol de 500 ml, on met I'aminophosphoiétél,6 g; 4,6 mmol), de I'acétone (80 ml),

du dichlorométhane (60 ml), I'hnydrogénosulfate de tétrabutylammonium (81,4 mg; 0,24 mmol),

du tampon NgHPO, 0,1 M (60 ml) et 2 ml de solution 2 M de soude. On refroidit a 0 °C et on
ajoute goutte a goutte en 1 heure une solution d'oxone (9,5 g; 15,5 mmol; 3,4 é€q.) dans de I'eau
(90 ml). On sépare la phase organique et la phase aqueuse est extraite par du dichlorométhane (2
fois 100 ml). Les phases organiques sont réunies, le solvant est évaporé sous pression réduite, on
reprend par de l'acétone (1 ml). On purifie par chromatographie préparatipague 1 mm

(éluant dichlorométhane / éthanol absolu 10 / 1). Aprés extraction par du méthanol, filtration sur
fritté 4 et évaporation du solvant on obtient 154 mg (rendement 11 46) de

Caractérisations

RMN

'H (400 MHz; GDs) 101,09 (t, 6H, J =7,1, -O-C)=Cﬂ§); 1,11 (t,6H,J=7,1, -O-Czl=Cﬂ§);
2,11 (M, 2H, doyp = 2,7, dpo = 2,9, Jerp= 7,3, N=CH,-CH,, -CH,,-C); 2,69 (m, 2H, .
w= 7.2, $pe = 17,2, N=CH,-CH,,-CH,,-C); 4,20 (m, 4H, J = 10,3, -O+L-CH,); 4,37
(m, 4H, J = 10,3, -0-B,-CH,); 6,42 (q, 1H, J.,= 2,8, 3. = 3,1, N=QH,-CH,,"CH, .
C) ppm.

13C (100 MHz; CDC)) : & 16,4 (s, CH,-CH,-O-P); 27,7 (s, N=CH-CH,-CH,-C); 27,8 (s,
N=CH-CH,-CH,-C); 63,9 (s, CECH,-O-); 64,5 (s, CHCH,-O-); 136,5 (t, J - = 8,0, N=CH-
CH,-) ppm.

%P (40 MHz; CDCl) : 8 15,5 ppm.
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HRMS pour G,H, NO,P,

Masse théorique : 357,1106 Masse trouvee : 357,1127.

Spectrede massepour G,H,.NO,P,

m/z: 220 ([M-.P(O)(OEt)*, 23,20 %); 203 (35,37 %); 138 (HP(O)(OE3,10 %); 94 (53,52
%); 67 (100 %); 28 (22,45 %).

R; : 0,26 (dichloromeéthane / éthanol 19/ 1).

5.4.SYNTHESE DU 2,2-METHYL-4-
DIETHOXYPHOSPHORYL-3,4-DIHYDRO-
2H-PYRROLE-1-OXYDE (DOP-PD) 5

5.4.1Via des réactions classiques (Voie n°1)

5.4.1.1Synthese du 4-méthyl-4-nitropentan@b

X e

NO, H

Le 2-nitropropané4 (17,8 g; 0,2 mol), I'acroléine (20,0 g; 0,35 mol) (distillée juste avant usage)

et la triéthylamine (2,0 g), sont mis en solution dans 100 ml d'acétordmile un ballon de

250 ml. La réaction s'effectue a température ambiante sous agitation et dure 65 heures. Le produit
brut ainsi obtenu est ensuite versé dans un mélange de 500 ml d'eau et 30 ml d'acide chlorhydrique
1 N. On effectue une extraction par 3 fois 100 ml d'éther ; la phase organique est ensuite lavée par
100 ml d'eau puis séchée sur sulfate de sodium et évaporée a sec sous pression réduite. Le produit
obtenu est une huile jaune pale. La masse obtenue est de 27,8 g (rendement 96 %).

RMN

'H (200 MHz; CDCl) : 4 1,57 (s, 6H, €,-C-NQ,); 2,24 (t, 2H, J = 6,2, MN-C-CH,-CH,-

CHO); 2,52 (t, 2H, J = 5,4, N-C-CH,-CH,-CHO); 9,77 (s, 1H, -CHCHO) ppm.

13C (25 MHz; CDCI) : 8 25,6 (CH,-C-NO,); 32,1 (QN-C-CH,-CH,-CHO); 38,6 (QN-C-CH,-
CH,-CHO); 87,0 (ON-C-CH,-); 199,9 (-CH-CHO) ppm.

IR (sans solvant): 2992(,,_.); 2731 {cn-0); 1725 ¢.-0); 1544 (NQ); 1349 (NQ); 1142; 856

(NO,) cmit.
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Analyse élémentairepour GH,,NO,

C H N
Calc. (%) 49,63 7,64 9,65
Exp. (%) 49,59 7,56 9,72

R; : 0,66 (dichlorométhane).

5.4.1.2Synthese de l'acide 4-méthyl-4-
nitropentanoiquel07

NO, HO

L'aldéhyde65 (1,0 g; 6,9 mmol) est mis en solution dans un mélange de 100 ml d'acétone et de
50 ml d'eau ; le sulfate de magnésium (1,6 g; 6,7 mmol; 1 égajedte a la solution. Du
permanganatele potassiun(l1,1 g; 7,0 mmol, 1€q.), solubilisé dans 50 mld'acétone,est
additionné a la solution précédente pendant 5 heures. La solution rouge foncé est chauffée a 50 °C.
Au bout d'une heure la solution devient limpide et un précipité se forme au fond du ballon. On
laisse réagir pendant 20 heures, pars évapore l'acétone et I'eau sous pression réduite. Le
produit brut obtenu est solubilisé dans 100 ml d'eau chaude, puis filtré. Du NasC&outé
jusqu'a pH 9, et on effectue alotm lavage au chloroforme (50 ml). La phase aqueuse est
acidifiée avec une solution d'acide chlorhydrique 1 N jusqu'a pH 1 et extraite par 2 fois 50 ml de
dichlorométhane. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium, puis aprés filtration,
reconcentrée sous pression réduite, pour obtenir 450 mg d'une huile jaune péale (rendement 40 %).
RMN

'H (200 MHz; CDCl) : 4 1,60 (s, 6H, €l,-C-NQ,); 2,29 (t, 2H, J = 5,9, IN-C-CH,-CH,-

COOH); 2,40 (t, 2H, J = 6,6, 8-C-CH,-CH,-COOH); variable de 8,2 2 11,3 (s, 1H, -EH
COH) ppm.

13C (25 MHz; CDC)) : 25,3 (CH,-C-NQ,); 28,7 (QN-C-CH,-CH,-COOH); 34,6 (QN-C-
CH,-CH,-COOH); 87,0 (QN-C-CH,-); 178,0 (-CH-COOH) ppm.
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5.4.2 Via l'introduction précoce du groupement
phosphoré (Voie n°2)

5.4.2.1Synthese du 2-diéthoxyphosphorylprop-2-
énoate d'éethyl&09:2

EtO,C J\ P(O)(OEY),

Dans un monocol de 100 ml, on chauffe a reflux pendant 1 h 20 une solution de paraformaldéhyde
(1,5 g; 50,7 mmol), depipéridine (0,4 g; 5,1 mmol) dans dunéthanol (40 ml). Apres
refroidissement, on ajoute en 1 fois le diéthoxyphosphorylacétate d'éthyle (8,5 g; 37,7 mmol) et
on rechauffe a reflux pendant 14 heures, puis le solvant est évaporé sous vide réduit. Le taux de
conversion est de 100 %.
RMN

OH

*1P (40 MHz; CDCI) : 8 18,3 ppm poud 30. /[
Et0,C” > P(0)(OEY),

Le produit 130 brut est dissous dans 25 ml deluéne auquel on ajoute de I'acide
paratoluenesulfonique (0,2 g). On chauffe a reflux pendant 4 heures dans un appareil Dean-Stark.
Apres refroidissemerit09 est purifié par distillation sous pression réduite (P =5 Pa). On obtient
1,8 g (rendement 20 %) de distillat incolore.

RMN

'H (100 MHz; CDC) : 81,36 (t, 9H, J = 7,1, B,-CH,-0,C-C(=)-P-O-CH-CH,); 4,23 (g,

6H, J = 6,8, CHCH,-0,C-C(=)-P-O-G1,-CH,); 6,63 (dd, 1H, J,,, = 1,7, d.p s = 14,2,
(H@)H,)C=C-P cis); 7,04 (dd, 1H .y, = 1,9, J.a yrans™ 35,8.H,(H,,))C=C-P trans) ppm.

1P (40 MHz; CDC) : 11,1 ppm.

b.p.:90-92°C/5 Pa.
R; : 0,52 (dichlorométhane / éthanol 19/ 1).
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5.4.2.2Synthese du 2-diéthoxyphosphoryl-4-méthyl-4-
nitropentanoate d'éthyld.08:3

P(O)(OEY),

0
NO, OEt

Dans un monocol de 25 ml, on M9 (0,8 g; 3,5 mmol), le 2-nitropropane (0,2 g; 2,2 mmol) et

la triethylamine (0,02 g; 0,2 mmol) en solution dans I'acétonitrile (1,0 g; 24,4 mmol). On laisse
sous agitation a température ambiante pendant 115 heures. On ajoute ensuite une solution aqueuse
d'acide chlorhydrique (eau : 15 ml, acide chlorhydrique 12 N : 0,5 ml) et on extrait par 2 fois 20

ml de dichlorométhane. On séche sus33, et apres filtration et évaporation on reprend dans du
dichlorométhane (1 ml). On purifie pahromatographigréparativesur plaque 1 mn{éluant
dichlorométhane / éthanol absolu 20 / 1). Aprés extraction par du méthanol, filtration sur fritté 4 et
évaporation du solvant on obtient 0,2 g (rendement 27 %).

RMN

*H (200 MHz; CDCYJ) : 8 1,30 (t, 3H, J = 7,1, -CECH,-CH,); 1,34 (t, 3H, J = 7,1, B,-CH,-
O-P-); 1,35 (t, 3H, J = 7,1,KG-CH,-O-P-); 1,54 (s, 3H, 8;,-C(NO,)-); 1,61 (s, 3H, E&;-
C(NO,)-); 2,61 (m, 2H, -B1,-CH-P); 3,00 (ddd, 1H,, = 2,1, Jans = 8,6, 3., = 23,6,
-CHyH,-CH-P); 4,19 (m, 6H, CHCH,-O-P-CH-CQ-CH,-CHj) ppm.

13C (50 MHz; CDCL) : & 13,9 (-CQ-CH,-CH,); 16,1 CH,-CH,-O-P-); 16,3 CH,-CH,-O-P-);
24,7 (CH,-C(NO)-); 26,4 CH,-C(NQ)-); 36,9 (d, 1, = 4,8, CH,-CH-P); 41,7 (d,
J.p=129,1, -CH-CH-P); 61,9 (-CQ-CH,-CH,); 63,1 (d, 4, = 3,9, CH-CH,-O-P-); 63,4
(d, +-=3,9, CH-CH,-O-P-); 87,3 (d, J, = 14,5, CH-C-CH,-CH-P); 168,7 (d,J, = 6,2, -
CH,-O-C=0) ppm.

*1P (40 MHz; CDCI) : 8 20,2 ppm.

Analyse élémentairepour G,H,,NO,P

C H N
Calc. (%) 44,31 7,44 4,31
Exp. (%) 44,31 7,42 4,23

R; 1 0,61 (dichlorométhane / éthanol 19/ 1).
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5.4.2.3Synthese du 2,2-diéthoxyéthylphosphonate de

diéthyle 4
OFt
(EO)2(0)P—CH,—CH
OEt

Dans un monocol, on chauffe a 17G pendant 4 heures d@-bromo-1,1-diéthoxyéthane
(15,8 g; 80,3 mmol) et du phosphite de triéthyle (26,8 g; 161,3 mmol; 2 é€q.). Le produit est
purifié par reconcentration lors d'une distillation sous pression réduite (P = 2666 Pa). On obtient
12,3 g (rendement 60 %).

RMN

'H (100 MHz; CDCl) : 4 1,29 (m, 12H, @&,-CH,-O-P-CH-CH-O-CH,-CH,); 2,18 (dd, 2H,

iy =57, 4,=18,6, P-G,-CH-0O); 3,60 (m, 4H, J = 7,1, GHCH,-O-CH); 4,07 (q, 4H,

J =7,1, CH-CH,-O-P-); 4,91 (m, 1H, -B-(OEt),) ppm.

13C (25 MHz; CDC)) : 8 14,7 (CH,-CH,-O-CH); 15,6 CH.-CH,-O-P-0); 16,0 CH,-CH,-O-P-

); 31,3 (d, 4, = 140,2, -PE€H,-CH-0O-); 61,0 (t, CH-CH,-O-P-CH-CH-O-CH,-CH,); 97,9
(-CH,O-CH-O-CH,-) ppm.

%P (40 MHz; CDCI) : 8 25,2 ppm.
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5.4.2.4Synthese du formylphosphonate de diéthyle

OHC~—P(O)(OEY),

On chauffe a reflux pendant 25 mn 2g2-diéthoxyéthylphosphonatde diéthyle (12,3 g;

48,4 mmol) en présence d'une solution aqueuse (45 ml) d'acide chlorhydrique 32 % (5 ml). Une
premiere purification est effectuée dans un appareil de Jalade pour solvant plus lourd que I'eau
avec comme solvant du chloroforme (280 ml). La phase organique est séchégSsyr plas

filtrée et le solvant enlevé sous pression réduite. Aprés une distillation sous pression réduite (P =
53 Pa) on obtient 5,9 g (rendement 68 %) de liquide incolore. rendement de 41% par rapport au
bromure de départ.

RMN

'H (100 MHz; CDCJ) : 31,35 (t, 6H, J = 7,0, B,-CH,-O-P); 3,11 (dd,2H, J,,,

Jpy = 21,8, P-®,-CHO); 4,16 (q, 4H, J = 7,1, CHCH,-O-P-); 9,66 (m, 1H, J,
-CHO) ppm.

13C (25 MHz; CDCl) : 3 15,7 (CH,-CH,-O-P-O-CH-CH,); 15,9 (CH-CH,-O-P-O-CH-CH.);

42,5 (d, 4 ,=127,8, -PEH,-CHO-); 62,1 (d, J = 6,8, CHCH,-O-P); 192,6 (d, J 6,4,
-CHO) ppm.

%P (40 MHz; CDCl) : 8 17,9 ppm.
b.p.:76 °C /53 Pa.

3,1,
4,1,
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5.4.2.55ynthese du 2-bromovalérate d'éthyle

Br o
! Z

H3C - (CH2)2_CH _C\
OEt

Dans un monocol, on met a reflux pendant 23 heures de I|'imemovalérique(5,0 g;

27,6 mmol), de I'acide sulfurique concentré (0,1 ml) et de I'éthanol absolu (50 ml; 847,8 mmol).
Aprés évaporation de I'excés d'alcool, on reprend dans 50 ml de dichlorométhane, on lave par 30
ml d'eau saturée en NaCl et 2 fois 30 ml d'eau saturée en NalAG@s séchage sur NgO,,

filtration et reconcentration sous pression réduite, on obtient 5,0 g (rendement 87 %) d'huile jaune.
RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 5 0,95 (t, 3H, J = 7,3, 8,-(CH,),-); 1,30 (t, 3H, J = 7,1, B,-CH,-O-
C=0); 1,39 (m, 4H, CKH(CH,),-CH-); 2,01 (m, 1H, -CECH(Br)-C=0); 4,23 (q, 2H, J = 7,2,
CH,-CH,-O-C=0) ppm.

13C (50 MHz; CDC}) : 6 13,2 (CH,-CH,-CH,-); 13,9 (CH,-CH,-O-C=0); 20,5 (CH-CH,-CH,-
CH-); 36,7 (CH-CH,-CH,-CH-); 45,8 (-CH,-CH(Br)-C=0); 61,7 (CH-CH,-O-C=0); 169,8
(-CH-CO,-CH,-) ppm.
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5.4.2.6Synthese du 2-diethoxyphosphorylpentanoate
d'éthyle1311s

(EtO) 2(O)F|’ o

/)
HaC —(CH,),~CH-C.
OEt

On chauffe a 180 °C, sous courant d'azote, pendant 5 heures le 2-bromopentanoate d'éthyle (5,4 g;
25,8 mmol) avec du phosphite de triéthyle (8,7 g; 52,5 mmol; 2 éq.). La purification est réalisée
par reconcentration lors d'une distillation sous pression réduite (P = 133 Pa) pour obtenir 4,7 g
(rendement 68 %) de31.

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 3 0,93 (t, 3H, J = 7,3, 8,-(CH,),-); 1,29 (t, 3H, J = 7,2, B;-CH,-O-
C=0); 1,34 (t, 6H, J = 7,1, P-O-GI€H,): 1,1-1,5 (M, 2H, CKCH,-CH,-CH-); 1,7-2,1 (m,
2H, CH,-CH,-CH, -CH-): 2,96 (ddd, 1H,,J, = 1,9, &, = 5,7, &,, = 12,0, -CH-CH(P)-
C=0); 4,18 (M, 6H, CHCH,-0-P-C(=0)-O-G,-CHy) ppm.

13C (50 MHz; CDCY) : 8 13,1 CH,-CH,-O-C=0); 13,7 CH,-CH,-CH,-): 15,9 CH,-CH,-O-P-
O-CH,-CH,); 16,0 (CH-CH,-O-P-O-CH-CH,); 22,2 (d, J = 15,8, CHCH,-CH,-CH-); 28,6
(d, J = 5,1, CHCH,-CH,-CH-); 43,3 (d, J = 131,2, -CHCH(P)-C=0); 60,8 (CH-CH,-O-
C=0); 62,1 (d, J = 4,8, CFCH,-O-P-); 62,3 (d, J = 4,7, CFCH,-O-P-); 168,9 (-CHCO,-
CH,-) ppm.

%P (40 MHz; CDCI) : 8 22,0 ppm.
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5.5.SYNTHESE DU 2-
DIETHOXYPHOSPHORYL-2-METHYL-5-
PHENYL-3,4-DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-
OXYDE (DEPMPO-Ph) 6

5.5.1Via l'addition d'un organomagnesien
(Voie n°1)

5.5.1.1Synthése de la DMPO-Rh 17

S e
N

I-
@)

A une suspension de magnésium (1,0 g; 41,7 mmol; 1,1 éq.) dans 10 ml d'éther diéthylique, on
additionne en 30 mn une solutiate bromobenzend6,0 g; 38,2 mmol) dans 15 ml d'éther
diéthylique. Lorsqu'il n'y a plus ébullition, on préleve 2 ml (3,0 mmol; 1,7 €q.) de cette solution
gu'on additionne en 1 ma une solution d®MPO 1 (200 mg; 1,8 mmol) dans de I'éther
diéthylique (5 ml). On laisse sous agitation a température ambiante pendant 14 heures. On ajoute
en 4 mn 2 ml d'une solution aqueuse saturée ei€NHpres filtration, la phase aqueuse est lavée

par 2 fois 5 ml d'éther puis celui-ci est évaporé sous pression réduite jusqu'a obtenir un solide
blanc qu'on redissout dans une solution de méthanol (10 ml) et d'ammoniaque 32 % (0,2 ml) en
présence d'acétate de cuivre monohydraté (0,02 g; 0,1 mmol). On fait barboter de l'air jusqu'a ce
gue la solution jaune devienne bleue. Apres reconcentration, I'amas bleu-vert est redissous dans
1 ml d’hexane. Apres filtration, on laisse le filtrat cristalliser pour obtenir 447 mg (rendement 80
%) d'aiguilles blanches.

RMN

"H (100 MHz; CDCJ) : & 1,48 (s, 6H, €l,-C-N); 2,08 (t, 2H, J = 6,9, Ph-C(=)-GHH,-C);

3,02 (t, 2H, J =7,3, Ph-C(=){§-CH,-C); 7,44 (m, 3H, aromatiques ortho et para); 8,37 (m,
2H, aromatiques méta) ppm.

13C (25 MHz; CDC)) : 25,3 (CH,-C-N); 26,7 (Ph-C(=)-CHCH,-C): 31,7 (Ph-C(=)EH,-
CH,-C); 75,1 (CH-C-CH,-); 118,9 (Ph€=N-); 126-129 (m, GH.-) ppm.
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5.5.2Via la réduction d'un groupement nitro
(Voie n°2)

5.5.2.1Synthese du 1-phéenylprop-2-én-1-ol

_WOH

Ph

Dans un bicol, a une suspension de magnésium (1,0 g; 41,7 mmol; 1,1 éq.) dans 10 ml d'éther
diéthylique, on additionne en 30 mn une solution de bromobenzene (6,0 g; 38,2 mmol) dans 15 ml
d'éther diéthylique. A cette solution on additionne en 15 mn de I'acroléine (2,1 g; 37,9 mmol). On
laisse sous agitation a température ambiante pendant 3 heures puis on hydrolyse sur un mélange de
glace (78 g), de NI (10 g) et 150 ml d'eau. On agite a température ambiante pendant 1 heure et
on extrait par de I'éther diéthylique (2 fois 100 ml) puis on seche s&QNa\pres filtration et
reconcentration on obtient 4,0 g (rendement 79 %) d'huile jaune.

RMN

'H (100 MHz; CDCJ) : 8 2,61 (s, 1H, -CH-@); 5,14 (d, 1H, } = 10,6, (H,)H,C=CH-
CH- cis); 526 (d, 1H, 1, yas = 21,7, Hy(H,))C=CH-CH- trans);5,8-6,2 (m, 2H,
HH @ C=CH-CH-OH); 7,31 (s, SH, (Hy-) ppm.

'3C (25 MHz; CDCL) : 575,1 (=CHCH-OH); 114,9 CH,=CH-); 126,2 (aromatiques ortho);
127,5 (aromatique para); 128,4 (aromatiques méta); 140,}=@HCH-); 142,5 (aromatique
guaternaire) ppm.

R; : 0,65 (dichloromeéthane / éthanol 19/ 1),
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5.5.2.2Synthese du chlorhydrate de la 3-
diméthylamino-1-phénylpropan-1-ong58:s

O

+
Ph)I\/\NHMeZ

Cl

Dans un monocol de 250 ml, on met le chlorhydrate de la diméthylamine (26,5 g; 0,33 mol), le
paraformaldéehyde (10,0 g; 0,33 mol) et l'acétophénone (33,1 g; 0,28 mol) auxquels on ajoute une
solution hydro-alcoolique (éthanol 95 % 40 ml) d'acide chlorhydrique (1,5@m)chauffe a

reflux pendant 2 heures. Aprés transvasement a chaud dans un erlenomegiyte 200 ml
d'acétone puis on laisse a +4 °C pendant 20 heures pour finir la cristallisation. Apreés filtration sur
blichner, lavage par 2 fois 10 ml d'acétone et séchage a I'étuve (pendant 6 heures, température
51 °C), on obtient 38 g (rendement 65 %) de poudre blanche.

RMN

'H (100 MHz; BO) :5 2,75 (s, 6H, €,-N"H-CH,-); 3,36 (m, 4H, NH-CH,-CH,-C=0); 7,40

(m, 3H, aromatiques ortho et para); 7,75 (m, 2H, aromatiques méta) ppm.

13C (25 MHz; DO) : 8 35,6 (-CH-CH,-N*"H-CH,); 45,6 CH,-N*H- CH,); 55,4 (O=CECH,-

CH,-N); 130,8 et 131,5 (aromatiques ortho et méta); 137,1 (aromatique para); 137,6 (aromatique
quaternaire); 202,4 (RB=O) ppm.

m.p. : 165 °C (litt. : 155 °CE.
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5.5.2.3Synthese de la 3-diméthylamino-1-
phénylpropan-1-onel62: 9

@)

Ph)J\/\ NMe,

A une solution aqueuse (50 ml) deGQ, (20,0 g; 144,7 mmol), on ajoute le chlorhydrate8

(4,0 g; 18,7 mmol). On agite 1 heure et on sépare la phase huileuse, la phase aqueuse est extraite
par 3 fois 50 ml de dichlorométhane puis apres avoir rassemblé les phases organiques, on séche
sur NgSQ,. On filtre et apres évaporation on obtient 2,8 g (rendement 83 %) d'huile.

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 5 2,29 (s, 6H, €l,-N); 2,76 (t, 2H, J = 7,6, O=C4&-CH,-N); 3,16 (t,

2H, J = 7,1, O=C-CH-CH,-N); 7,49 (m, 3H, aromatiquesortho et para); 7,97 (m2H,
aromatiques méta) ppm.

13C (50 MHz; CDCL,) : 8 36,8 (O=C-CH-CH,-N); 45,4 CH,-N-CH,-); 54,3 (O=CEH,-CH,-

N); 127,9 et128,5 (aromatiquesortho etméta); 132,9 (aromatiquepara); 136,7(aromatique
quaternaire); 198,9 (RB=0)-CH,-) ppm.
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5.5.2.4Synthese de la phénylvinylcétoi88:s

_jFo

Ph

Dans un monocol surmontd'une colonne a distiller, on met dehlorhydrate de la 3-
diméthylamino-1-phénylpropan-1-odé 8 (5,3 g; 24,9 mmol) et de I'hydroquinone (0,2 g). On
chauffe a 230 °C, sous pression réduite (P = 200 Pa). On récupére 2,1 g (rendement 63 %) de
liquide incolore que I'on conserve sur hydroquinone.

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 8 5,92 (dd, 1H, J 1, = 1,8, Jp1c = 10,5, (H,)H,,,C=C(H)-C=0);
6,43 (dd, 1H, Jip = 1.8, Jiarc wans = 17,1, Hy(Hy))C=C(H,,)-C=0); 7,15 (dd, 1H,
Jnbre cis= 10,6, Jancvans= 17,2, (HyH,))C=CH,,-C=0); 7,49 (m, 3H, aromatiques ortho et
para); 7,93 (m, 2H, aromatiques méta) ppm.

13C (50 MHz; CDCL) : 5128,5 (aromatiques ortho et méta); 130,0 et 132k, £CH-C=0);
132,8 (aromatique para); 137,1 (aromatique quaternaire); 190@#e1)-CH=) ppm.

b.p.:64-66 °C /200 Pa.
R; : 0,83 (dichloromeéthane / éthanol 19/ 1).

5.5.2.55ynthese du (1-hydroxyiminoéthan-1-
yl)phosphonate de diéthylE6120

Y P(O)(OEY),
I

N
-
OH

Apres avoir porté a reflux sous courant d'azote du chlorure d'acétyle (14,1 g; 180,0 mmol), on
ajoute du phosphite de triéthyle (29,0 g; 174,5 mmol) en 30 mn. Le chlorure d'acétyle en exces est
éliminé sous pression réduite (P = 2666 Pa).

RMN

P(O)(OEY),
*1P (40 MHz; CDCI) : 8 19,6 ppm pouf 40. \ﬂ/
@)

Le mélange réactionnel brut contenant140 est versé sur une solution dehlorhydrate
d'hydroxylamine (15,3 g; 220,2 mmol) et de pyridine (25 ml; 309,1 mmol) dargttanol
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absolu (50 ml). On laisse sous agitation a température ambiante pendant 21 heures. L'éthanol est
évapore sous pression réduite et le brut repris par 150 ml de dichlorométhane. La phase organique
est lavée successivement par une solution aqueuse (20 ml) d'acide chlorhydrique 12 N (20 ml),
une solution aqueuse saturée en NaEl(ZD ml), de I'eau (2 fois 20 ml) et par une solution
aqueuse saturée en NaCl (2 fois 20 ml). On seche s8CQNat apres filtration et reconcentration

on obtient 27,0 g (rendement 79 %) d'huile incolore.

RMN

"H (100 MHz; CDCJ) : 3 1,34 (t, 6H, J = 7,0, B,-CH,-O-P); 1,98 et 2,09 (2s, 3H H;-
C(-)=N-OH syn et anti); 4,16 (q, 4H, J = 7,8, £€H,-O-P) ppm.
*1P (40 MHz; CDCl) : 8 9,9 ppm.

5.5.2.6Synthese du 1-nitroéthylphosphonate de
diéthyle13720

\( P(O)(OEY),

NO,

On met sousagitation a températureambiantedu (1-hydroxyiminoéthan-1-yl)phosphonatie
diéthyle161 (6,0 g; 30,8 mmol) et de I'acideétachloroperbenzoique (7,2 g; 30,4 mmol) dans

du dichlorométhane (90 ml). On extrait par une solution saturée en Naét@@®SQ, (2 fois

50 ml), par de I'eau (2 fois 50 ml) et par une solution aqueuse saturée en NaCl (50 ml). On séche
sur NgSQ,, puis on filtre et on reconcentre sous pression réduite pour obtenir 3,6 g (rendement
56 %) d'huile orange.

RMN

'H (100 MHz; CDCJ) : 81,37 (t, 6H, J = 7,0, B,-CH,-O-P); 1,81 (dd,3H, J,,, = 7,2,

Jp.y = 20,0, H;-C*H-P); 4,25 (q, 4H, J = 7,1, CHCH,-O-P); 5,03 (29, 1H, J=8,3, GH
C*H-P) ppm.

%P (40 MHz; CDCl) : 8 12,6 ppm.
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5.5.2.7Synthese du (2-nitro-5-0x0-5-phénylpentan-2-
yl)phosphonate de diéthylE36:3

(EtO),(O)P.
X o

NO, Ph

Dans un monocol, on met sowmitation a températureambiante pendant 68 heures la
phénylvinylcétonel38 (2,1 g; 15,8 mmol), le dérivé nitré37 (3,20 g; 15,2 mmol) et la
triethylamine (0,2 g; 1,4 mmol) dans l'acétonitrile (7 ml). On ajoute une solution aqueuse (67 ml)
d'acide chlorhydrique 37 % (3 ml) puis on extrait par 2 fois 100 ml de dichlorométhane et on séche
sur NgSQ0,. On filtre et on reconcentre sous pression réduite pour obtenir 3,7 g (rendement 71 %)
de solide jaune.

RMN

'H (100 MHz; CDCJ) : 8 1,38 (t, 6H, J = 7,0, B,-CH,-O-P); 1,87 (d, 3H,.), = 14,3, (d,-
C*(NO,)-CH,); 2,79 (t, 2H, J = 6,9, CH,-CH,-C=0); 3,13 (t, 2H, J = 6,9, C-CHCH,-
C=0); 4,27 (q, 4H, J = 6,8, GHCH,-O-P); 7,50 (m, 3H, aromatiques ortho et para); 7,95 (m,
2H, aromatiques méta) ppm.

%P (40 MHz; CDCI) : d 15,6 ppm.

Spectrede massepour G.H,,NO,P

m / z : 343 (non observeé); 315 ([MA€,]", 1,59 %); 297 ([M-.NQ*, 0,71 %); 179 (9,98 %);
135 (3,44 %); 105 (Ph-C=0, 100 %); 77 (Ph, 29,15 %).
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5.5.2.8Synthese du 2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-5-
phényl-3,4-dihydro- Bi-pyrrole-1-oxyde
(DEPMPO-Ph) 66

7
N

-
O

A une solution dd.36 (1,0 g; 2,9 mmol) dans 6 ml d'éthanol absolu, on ajoute le zinc (0,4 g; 6,1
mmol; 2,1 éq.). Apres avoir refroidi a 0 °C, on ajoute en 1 fois de I'acide acétique glacial (0,7 g;
11,7 mmol; 4 éq.), on agite a température ambiante pendant 3 h 30 puis on laisse a +4 °C pendant
48 heures. On filtre sur fritté 4 puis on rince l'acétate de zinc par 2 fois 10 ml d'éthanol 95 % et le
solvant est évaporé sous pression réduite, et le residu blanc est repris dans 20 ml de
dichlorométhane puis on lave avec une solution aqueuse saturée en/NaAB@®). On séche sur

Na,SO, et apres filtration et reconcentration a I'évaporateur rotatif on effectue une chromatographie
sur colonne de silice (€luant éther diéthylique). On obtient 200 mg (rendement 22 %) d'huile jaune.
RMN

'H (200 MHz; CDC)) : 5 1,31 (t, 3H, J = 7,2,8,-CH,-O-P); 1,33 (t, 3H, J = 7,1,K;-CH,-
O-P-); 1,78 (d, 3H, ), = 15,0, H,-C*-CH,-); 2,0-2,2 et 2,7-3,2 (2m, 4H, CH;-CH,-C=);
4,21 (q, 4H, 3 = 7,0, CHCH,-O-P); 7,42 (m, 3H, aromatiques ortho et para); 8,45 (m, 2H,
aromatiques méta) ppm.

13C (50 MHz; CDCL) : & 16,0 CH,-CH,-O-P-); 16,1 (CH,-CH,-O-P-); 20,8 CH,-C*-CH,-);
27,7 et 27,9 (-G2H,-CH,-C=); 62,5 (d, J = 7,8, C}HCH,-O-P-); 63,3 (d, J = 7,1, CHCH,-O-
P-); 77,0 (d, J =155,5, CH,-C*-CH-); 127,0 et 127,9aromatiquesortho etmeéta); 129,0
(aromatique quaternaire); 130,0 (aromatique para); 140,3 (d, J = GF=NPR-ppm.

%P (40 MHz; CDCl) : 8 22,3 ppm.

HRMS pour G.H,,NO,P

Masse théorique : 311,1286 Masse trouvée : 311,1292.

Spectrede massepour G.H,,NO,P

m/z:174 (100 %); 158 (22,0%); 104 (4,43 %); 105 (ion tropylium, 7,94 %); 91 (ion
tropylium, 2,52 %); 77 (phényl, 6,60 %).

R; : 0,16 (éther diéthylique); 0,64 (acetone); 0,41 (dichlorométhane / éthanol 19 / 1).
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5.6.SYNTHESE DU 2-ETHOXYCARBONYL-2-
METHYL-3,4-DIHYDRO-2H-PYRROLE-1-
OXYDE (EMPO) 7

5.6.1Synthése du 4-formyl-2-méthyl-2-
nitrobutanoate d'ethyle 166

EtO,C
X o

NO, H

On agite a 10 °C pendant 1 heure du 2-nitropropanoate d'éthyle (0,3 g; 2,3 mmol), de I'acroléine
fraichementdistillée (0,2 g; 3,8 mmol) et de ldriéthylamine (0,02 g; 0,2 mmol) dans de
l'acétonitrile (1,0 g; 24,4 mmol). On ajoute une solution aqueuse (15 ml) d'acide chlorhydrique
(0,5 ml) et on extrait par 2 fois 20 ml de dichlorométhane et on séche S@,Nan filtre, on
reconcentre a I'évaporateur rotatif pour obtenir 461 mg (rendement 98 %) de liquide incolore.

RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 8 1,30 (t, 3H, J = 7,2, B,-CH,-0); 1,79 (s, 3H, B,-C*-CH,-); 2,4-
2,7 (M, 4H, C-®,-CH,-CHO); 4,28 (q, 2H, J = 7,2, GHCH,-0); 9,76 (s, 1H, -€0) ppm.
13C (50 MHz; CDCL) : & 13,5 CH,-CH,-0); 21,4 CH,-C*-CH,-); 28,4 (-CCH,-CH,-CHO);

38,1 (-C-CH-CH,-CHO); 62,8 (CH-CH,-O); 91,5 (CH-C*-CH,-); 166,7 (-C*CO,-CH,-);
199,1 (€CHO) ppm.
R; : 0,73 (dichlorométhane / éthanol 19/ 1).
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5.6.2.Synthese du 2-éthoxycarbonyl-2-méthyl-

3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde
(EMPOQO) 721

EtO,C
+
N

I-
O

On prépare une solution aqueuse (6 ml) de chlorure d'ammonium (1,4 g). On préleve 0,8 ml de

cette solution (3,54 mmol) qu'on additionne a une solutioh6®(0,5 g; 2,5 mmol) dans une

solution eau-méthanol (6 ml d'une solution 6 / 4). On ajoute en 30 mn du zinc en poudre (844 mg;
12,9 mmol) puis on laisse sous agitation a température ambiante pendant 4 h 30. On filtre sur
fritté, le précipité est rincé par 5 fois 3 ml de méthanol puis on reconcentre jusqu'a environ 1 ml.
On sature de borax et on extrait par 2 fois 6 ml de dichlorométhane puis on sechgssyr Na
Apreés filtration et évaporation sous pression réduite, on purifie par chromatographie préparative
sur plaque 1 mm (éluant dichlorométhane / éthanol 185 / 15). Apres extraction par du méthanol,

filtration et évaporation du solvant on obtient 0,2 g (rendement 52 %) de liquide jaune.
RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 8 1,30 (t, 3H, J = 7,1, B,-CH,-0); 1,70 (s, 3H, €,-C*-CH,-); 2,1-
2,3 et 2,5-2,8 (2m, 4H, CH-CH,-C=); 4,24 et 4,26 (2q, 2H, J = 7,1, GBH,-O); 7,00 (t,
1H, J = 2,6, -CE-CH=N) ppm.

13C (50 MHz; CDCl) : 6 13,3 CH,-CH,-0); 20,2 CH,-C*-CH,-); 25,3 (-CCH,-CH,-C=);
31,7 (-C-CH-CH,-C=); 61,5 (CH-CH,-0O); 78,3 (CH-C*-CH,-); 134,7 (-CH-CH=N); 169,2
('C*'Qoz'CHz') ppm.

HRMS pour GH,;NO,

Masse théorique : 171,0895 Masse trouvée : 171,0896.

Spectrede massepour GH,;,NO,

m/z : 98 ([M-.CQEL]", 100 %); 82 (64,37 %); 57 (21,49 %); 55 (38,28 %); 41 (36,06 %); 29

(Et, 50,01 %); 28 (96,14 %); 18 (40,91 %).
R; : 0,39 (dichloromeéthane / éthanol 19/ 1).
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5.7.R.P.E. - SPIN-TRAPPING

Général.La xanthine oxydase (XO) et la superoxydedismutase d'érythrocytes bovins (SOD) ont
été acquises auprés de la société Boerhringer Mannheim Biochemica Co. La catalase, la glutathion
peroxydase, l'acid@iéthylénetriaminepentaacetiq®TPA), la résine "Chelex" et les autres
produits ont été fournis par Sigma Chemical Co. Les tampons phosphates (0,1 M) ont été traités
préalablement pendant 4 heures par agitation en présence d'une'@siex" de typeacide
iminodiacétique (4g / 100 ml) afin d'éliminer toute trace d'impureté métallique ; apres filtration les

solutions sont conservées dans des flacons en plastique (polyég3yl8aef précision contraire,

les expériences de RPE ont été realisées dans un tampon phosphate. Les spectres de RPE ont ét¢
réalisés sur lespectrometred/arian E3 et Bruker ESP 300, ce derniétant équipéd'un
gaussmetre et d'une unité de température variable. La photolyse UV a été effectuée a l'aide d'une
lampe Oriel Xe-Hg (1000 W). L' éclairage des solutions flavine / DTPA pour la production du
superoxyde a été effectué soit a I'aide d'une lampe a filament tungsténe (100 W), soit par une
diode placée directement dans le tube RPE (lumiére bleue everlight, 430 nm, 600 mcd / 20 mA).
Pour la préparation des solutions RPE, les concentrations indiquées ci dessous correspondent a
celles mises en oeuvre aprésélangedes différentessolutions de réactifs. Ldélai entre la
préparation de la solution et le début de I'acquisition du spectre RPE sera précise.

5.7.1 Radical hydroxyle HO®

5.7.1.1Réaction de Fenton

On ajoute une solution de FeSXMTPA au mélange nitrone L8, pour obtenir les concentrations
suivantes :

[Nitrone] = 0,1 M, [DTPA] = 1 mM, [HO,] = 2 mM, [F€"] = 2 mM.

L'enregistrement débute environ 40 s apres l'addition de FeSO
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5.7.1.2Photolyse de I'eau oxygenée a 1 %

La réaction est effectuée dans I'eau bidistillée. La concentration finale en nitrone est :
[Nitrone] = 50 mM.

L'enregistrement du spectre débute apres 15 s de photolyse UV dans la cavité.

5.7.1.3Addition nucléophile de I'eau

La réaction est effectuée dans I'eau bidistillée ou dans un tampon phosphate. Les concentrations
finales sont :

[Nitrone] = 25 mM, [FeNH(SQO,),] = 1 mM.

L'enregistrement débute environ 40 s aprés mélange des réactifs.

5.7.2 Radical anion superoxyde Q*

5.7.2.1Hypoxanthine-xanthine oxydase

La solution de xanthine oxydase est rajoutée au meélange des autres réactifs. Les concentrations
finales sont :

[Nitrone] = 0,1 M, [DTPA] = 1 mM, [Hypoxanthine] = 0,4 mM,
[Xanthine oxydase] = 0,4 unités:ml

L'enregistrement débute environ 40 s apres l'addition de la xanthine oxydase.

* Testala Superoxydedismutag&OD):
On ajoute de la superoxydedismutase avant de mélanger les solutions ci-dessus :

[SOD] = 85 unités.ml.
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* TestauGlutahion/ Glutathionperoxydase
On ajoute le glutathion et la glutathion peroxydase apres production de I'adduit superoxyde :

[Glutathion] = 0,1 M, [Glutathion peroxydase] = 10 unités.ml

Dans les deux cas, I'enregistrement débute environ 40 s aprés addition des réactifs.

5.7.2.2Flavine en présence d'un donneur d'électron

On éclaire une solution de composition suivante :

[Nitrone] = 50 mM, [DTPA] = 4,5 mM, [Flavine] = 0,1 mM.
L'enregistrement est effectué apres éclairage a l'intérieur ou a I'extérieur de la cavitést ceci
fonction de la nitrone utilisée. De plus le temps d'éclairage est variable d'une nitrone a l'autre : on

arréte la lumiére lorsque I'état stationnaire est atteint. Suivant le solvant emplaytédiseria
riboflavine ou la lumiflavine.

5.7.2.3Photolyse de I'eau oxygénée a 30 %

La réaction est effectuée dans I'eau oxygénée. La concentration finale en nitrone est :
[Nitrone] = 50 mM.

L'enregistrement du spectre est effectué aprés 15 secondes de photolyse UV dans la cavité.

5.7.3 Radical méthyle CH,*

5.7.3.1A partir de la réaction de Fenton

Dans un systéme de Fenton (8 5.7.1.1 page 248jimathylsulfoxydeest ajouté au milieu
réactionnel avant addition du sulfate ferreux.

[DMSO] = 0,1 M.
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L'enregistrement débute environ 40 s aprés l'addition de la solution dg FeSO

5.7.3.2Par photolyse de l'iodure de méthyle

La réaction est effectuée dans le benzene. Les concentrations sont :
[Nitrone] = 10 mM, [CHI] = 0,5 M.

L'enregistrement du spectre est effectué aprés 15 secondes de photolyse UV dans la cavité.

5.7.4 Radical CO,-*

Dans un systeme de Fenton (8§ 5.7.1.1 page 248), du formiate de sodium est ajouté au milieu
réactionnel avant addition du sulfate ferreux.

[HCO,Na] = 50 mM.

L'enregistrement débute environ 40 s apres l'addition de FeSO

5.7.5Radical glutathionyle G

La réaction est effectuée dans une cellule plate en quartz. Les concentrations sont :
[Nitrone] = 50 mM, [GSSG] = 50 mM.

L'enregistrement du spectre est effectué aprés 15 secondes de photolyse UV dans la cavité.

5.7.6 Radical tertiobutoxyle tBuO®*

La réaction est effectuée, dans une cellule plate en quartz, dans le peroxytkrtiebdityle. La
concentration en nitrone est :

[Nitrone] = 50 mM.

L'enregistrement du spectre est effectué aprés 15 secondes de photolyse UV dans la cavité.
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5.7.7 Radical tertiobutperoxyle tBuOQ*

La réaction est effectuée, dans une cellule plate en quartz, dans I'hnydroperoterdmldeatyle a
70 % dans I'eau. La concentration en nitrone est :

[Nitrone] = 50 mM.

L'enregistrement du spectre est effectué aprés 15 secondes de photolyse UV dans la cavité.

5.7.8 Adduit H

Pour les études conformationnelles ou &sdes en fonction de la nature du solvant sur les
nitroxydes7ONO, 73NO et90NO, nous avons oxydé les pyrrolidines correspondanfes’ 3
et90 par de l'acidenétachloroperbenzoique dans différents solvants. Les concentrations sont :

[Pyrrolidine]= 0,1 M, mCPBA] = 0,1 M.

L'enregistrement du spectre est effectué aprés dégazage sous vide de la solution RPE.
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6. ANNEXES

Ce qui ne nous tue pas nous rend plus fort.
(Friedrich Nietzsche)
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6.1.DIAGRAMMES DE O,

[He] [He]

Dioxygéne

Ordre de liaison : 2
Longueur de liaison = 1,214
) -1

l"'[j =0 = 15‘5& gm

Schéma 6-1 Diagramme de l'oxygéne triplet

n  ochitals : - ¥ 6 eV
m+ arbials @ - 6.0 eV

Schéma 6-2 Représentation simplifi€e des orbitales moléculaires,de O
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A Ty

Oxygéne singulet ',ﬂ.t 0,

Schéma 6-3 Diagramme de l'oxygene singdlet
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6.2.SYNTHESE DE 3

Dans une premiere partie nous présentons les diverses voies de synthese entreprises mais dont une
des étapes en début de schéma réactionnel n'a pu aboutir au produit attendu.

E

o)
l}l |
H
P(OEt),
o)
N P(O)(OEY),

H
\ LiBH,, (BF5, OEt,)

Qi P(O)(OEY),

I
H

[O]

(X
N P(O)(OEt),
e

Schéma 6-4 Voie de synthése débutée
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O

)J\/\/OCHZPh +  (E0),(0)P__P(O)(OEY),

Y
(EtO),(O)P

j\/\/OCHZPh

PCl,

(EtO),(O)P

J\/\/Cl
(EtO),(0O)P -
j\/\/ NO> '
Gabiriel

Ni, KBH}
)
A
(Et0),(O)P
J\/\/ NH,
1) Hg(OACc)
2) NaBH,
v
§XC —— (X
NN
N P(O)(OE), N P(O)(OE),
o H

Schéma 6-5 Voie de synthése débutée
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Bayer-Villiger

N
H
[O]

- 5 w
Qi P(O)(OE), QQ P(O)(OE),

I I _
H @)

Schéma 6-6. Voie de synthese débutée
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O ,
SiR3
)I\/\/CI + HN_
SiR,
Y
? SR,
/l\/\/N\
SiR,
(Et0),(0)P__ P(O)(OEY),
y
(EtO),(O)P.
| SiRg
N\
SiR4
©

QQ P(O)(OEt),
H

[O]

y

L)X
N P(O)(OEY),

| -
O

Schéma 6-7: Voie de synthese débutée
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O

(Y

NH,OH

A/ Zn/AcOH

a

W Ni, KBH, W
NH

2

Protection

Y
I, | Voie 1

\

¥

(EtO)Z(O)Pw
+ 2
N

I-
O

Schéma 6-8 Voie de synthese débutée

Protection :
X-P(O)(OEt),
X-OR
X-S(0),-Ph
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Dans cette partie, nous donnons des voies de synthése envisagées qui n‘'ont pas été débute, mais
dont I'étude bibliographique fut réalisée.

T

S
Ii:[/)_SNHZ NHZOH
N
Vs
m]/ “/_\”/
N N
1
ArS HO
AIBN
Zn/AcOH
/BuSSNH N/ACO
m/ mr
N NH,
1) Protection
2> P(0)(OR), i
Red ‘

Q<(CH2)3-P(O)(OR)2 IQ<CH2I

H Protection

1) MP(O)(OEt),
[O] 2) Déprotection

y

_ [C]
Nitrones < Q<CH2P(O)(OEt)2

1
H

A

Schéma 6-9 Autres schémas de synthese
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H,NT >""Co,Et

R
N7 >""co,Et

R’

LiCH,P(O)(OEt), <«———  ICH,P(O)(OEt), + n BuLi

y
R

:N/\/\n/\ P(0)(OE),
R 0
H,N /\/\"/\ P(0)(OEt),

O

{

+ 2
N P(O)(OEY),
.-
CHgMgl
Y
- N+
N P(O)(OEY), N P(O)(OEY),
OH o}

Schéma 6-1Q Voie de synthése envisagée
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O\'/\)\
Lo
1) Base
2) ICH,P(O)(OEY),
/
NO,
O\M— P(O)(OEt),
Lo
Zn
Y
(EtO)z(O)Pw
+
N

I
O

Schéma 6-11 Voie de synthese envisagée
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6.3.SYNTHESE DE 4

6.3.1.Synthese duN-tertiobutyl
aminomeéthylene bisphosphonate de
tétraéthyle 95

P(O)(OEY),

<

iy P(O)(OEY),
On place dans un ballon bicol de 250 ml le phosphite de triéthyle (23,0 g; 0,14 moN-et la
tertiobutyl formamide (7,5 g; 73 mmol). Les composés sont mélangés a température ambiante
pendant quelques minutes. On met en place un bain de glace avec sel et on additionne, a -5 °C,
23,0 g de POGI(0,15 mol). L'addition dure 1 heure. Puis la réaction est laissée sous agitation a
température ambiante pendant 5 heuressdlation se colorg@rogressivemenen orange. Le
mélange brut est alors versé dans un bécher contenant 150,0 g de glace et 150 ml de solution
ammoniacale a 32 %. La phase aqueuse est extraite avec 2 fois 150 ml de dichlorométhane. On
rajoute alors 100 ml d'eau puis, goutte a goutte, une solution d'acide chlorhydrique a 37 % jusqu'a
atteindre pH 1. Aprés extraction avec 4 fois 20 mldighlorométhanepn récupérela phase
aqueuse daquelle on additionnedu NaHCQ jusqu'a pH 10. Apresextraction a I'éther
diéthylique, séchage sur MO, et évaporation du solvant, on obtient 9,6 g (rendement 56 %) de

compos®5 sous la forme d'une huile jaunatre.
RMN

'H (200 MHz; CDCJ) : 5 1,12 (s, 9H, ©l,-C); 1,35 (t, 12H, J, = 6,0, GH,-CH,); 2,77 (m,
1H, CH-P), 4,1-4,3 (m, 8H, B,) ppm.
13C (50 MHz; CDC}) : & 16,1 (m,CH3-CH,); 29,2 (CH,-C); 48,9 (t, J., = 148,5,CH-P); 51,7

(t, J.,=10,5,C-N); 62,5 (d, J , = 4,0,CH,) ; 62,6 (d, J,=3,5,CH,) ; 63,1 (d, = 3,2);
63,2 (d, .- =3,9) ppm.
*1P (40 MHz; CDCI) : 8 20,0 ppm.
Analyse élémentairepour G,H,,NOP,
C H N
Calc. (%) 43,45 8,70 3,90
Exp. (%) 43,12 8,86 3,58
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6.3.2 Proposition de mécanisme de la réaction
de gem diphosphorylation - Exemple
appliqgué a la synthese des composeés

cycliques

Cl

N f} O_ ||, ||,
(= \/F’@C‘z — N\ — W
I A cr

P—OR cl
{ S< OR P(OR)3 Dl L AX el
| Cl I I (VO_P\l
H H H 4c
o)
L OR P(OR); cr P(O)(OR)
2
{ §< OR OR _— S< + RCI
CI \ P/\OR " P(O)(OR),
H Or

® =P(0)(OR);

Schéma 6-12 Proposition de mécanisme de la réaction de gem diphosphorylation
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Dans la recherche de nouveaux pieges pour identifier par RPE les radicaux libres présents dans
les milieux biologiques, particulierement le superoxyde et le radical hydroxyle, le laboratoire a
récemment mis au point une nouvelle nitrone, le 2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-3,4-dihydro-
2H-pyrrole-1-oxyde (DEPMPO), qui présente lagantagessuivants par rapport ad,2-
diméthyl-3,4-dihydro-BR-pyrrole-1-oxyde (DMPQO) couramment utilisé : meilleure persistance

de I'adduit du superoxyde DEPMPO-OOH, absence de décomposition spontanée de cet adduit
en l'adduit DEPMPO-OH, moindre sensibilité a I'addition nucléophile de I'eau. Ces
caractéristiques sont liées a l'introduction du groupement -P(O)(@kposition 2 du cycle.
L'objectif de notre étude a été de synthétiser et tester plusieurs nitrones pour mieux cerner les
effets électroniques et stériqgues du groupement phosphoré.

Nous avons préparé et testé trois nouvelles nitrones, le 2-diéthoxyphosphorylméthyl-2-méthyl-
3,4-dihydro-H-pyrrole-1-oxyde (ESP), le 2,2-bisdiéthoxyphosphoryl-3,4-dihydrd42
pyrrole-1-oxyde (DPBO) et le 2-éthoxycarbonyl-2-méthyl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxyde
(EMPO). Dans ESP le groupement -P(O)(QEBt éloigné du cycle par un méthyléne et ses
performances dans le piégeage du superoxyde sont proches de celles de la DMPO. Dans la
DPBO, l'introduction d'un second groupement -P(O)(Qi)semble pas stabiliser I'adduit
DPBO-OOH. L'EMPO, ou le groupement phosphoré est remplaceé par un groupemgits -CO
moins fortement électroattracteur, présente un comportement global plus proche de celui de la
DEPMPO. La principale différence observdans les propriétés daégeagede toutes ces
nitrones concerne la persistance des adduits du superoxyde. D'autres nitrones s'inscrivant dans
cette étude sont en cours d'évaluation au laboratoire.

Synthesis of New PyrrolinN-Oxide Nitrones
and their use in Spin-Trapping Experiments

In the field of the design of new free radical scavengers, especially for the ESR study of the role
played byoxygen-centeregpecies, such as superoxide and hydroxyl radical, involved in
biological processes, the laboratory recently reported the synthesis of a new nitroke, the
diethoxyphosphoryl-2-methyl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxide (DEPMPO). This nitrone was
shown to be more efficient than the widely used 2,2-dimethyl-3,4-dihyidfpy2role-1-oxide
(DMPO) : the superoxide spin adduct DEPMPO-OOH has a significantly larger half-life than
DMPO-OOH, it does not decompose spontaneously into DEPMPO-OH, and DEPMPO is less
sensitive tonucleophilic addition of water than DMPO. Such a behaviorreatedto the
introduction of a -P(O)(OEf)group in the 2-position of the ring. In the present work, we tried

to investigate the electronic and steric effects of the phosphorus moiety. Then, we prepared 3
new nitrones, the 2-diethoxyphosphorylmethyl-2-methyl-3,4-dihydrb-pyrrole-1-oxide

(ESP), the 2,2-bisdiethoxyphosphoryl-3,4-dihydrétyrrole-1-oxide (DPBO) and the 2-
ethoxycarbonyl-2-methyl-3,4-dihydrd-2pyrrole-1-oxide (EMPO). In ESPthe introduction

of a methylenebetween the ring and thd>(O)(OEt) group leads to alecreaseof the
electrowithdrawingeffect, and the behaviour of this nitrone toward the spin trapping of
superoxide is more similar to that of DMPO. For DPBO, the second phosphorylated group does
not seem to stabilize the DPBO-OOH adduct. In the case of EMPO, the -P(Q) @&t is
replaced by -CCEt, which has a lower electrowithdrawing effect. The overall behavior of this
nitrone is much closer to that of DEPMPO. The most important differenteeirspin trap
properties of all these nitrones is the persistance of their superoxide spin adduct. Other nitrones
are currently investigated in the laboratory.

Discipline :Chimie Organique

Mots-Clés : Nitrone, Phosphore, Spin-Trapping, RPE, Superoxyde, Hydroxyle, Radicaux,
DMPO, DEPMPO

Laboratoire S.R.E.P.- UMR 6517 'CBRL' - Case 521
Avenue Escadrille Normandie-Niemen - 13397 MARSEILLE Cedex 20
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Add Nu Addition nucléophile

b.p. Point d'ébullition (Boiling point)

CCM Chromatographie sur couche mince

CPG Chromatographie en phase gazeuse

DEPMPQO2 2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxyde

DEPMPO-PH6  2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-5-phényl-3,4-dihydrd-pyrrole-1-oxyde

DETAPAC Acide diéthylénetriaminepentaacétique

DMD Diméthyldioxirane

DMPO1 2,2-diméthyl-3,4-dihydro-3-pyrrole-1-oxyde

DOP-PD5 2,2-diméthyl-4-diéthoxyphosphoryl-3,4-dihydrétpyrrole-1-oxyde

DPBO4 2,2-bisdiéthoxyphosphoryl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxyde

DTPA Acide diéthylénetriaminepentaacétique

EDTA Acide éthylénediamine tétraacétique

EMPO7 2-éthoxycarbonyl-2-méthyl-3,4-dihydrd42pyrrole-1-oxyde

ESP3 2-(diéthoxyphosphorylméthyl)-2-méthyl-3,4-dihydrbkpyrrole-1-oxyde

GPX Glutathion peroxydase

HPLC Chromatographie liquide haute performance (High performance liquid
chromatography)

HRMS Spectroscopie de masse haute résolution (High resolution mass spectroscopy)

HX Hypoxanthine

Lumi Lumiflavine

m-CPBA Acide métachloroperbenzoique

MDA Malonaldéhyde

m.p. Point de fusion (melting point)

NHE Electrode normale a hydrogene

R Rapport frontal

Ribo Riboflavine

RPE Résonance paramagnétique électronique

R.P.E. Résonance paramagnétique électronique

SOD Superoxydedismutase

TP pH X Tampon phosphate 0,1 M pH X

Triton B Hydroxyde dN-benzyltriméthylammonium

uv Ultra-violet

XD Xanthine déshydrogénase

XO Xanthine oxydase



