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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
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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).



22

» 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).



25

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’
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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
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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)
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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
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¢ 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
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¢ 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



59
¢ 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)
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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
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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.
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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
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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



94

¢ 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.



97

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 variable