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Réswmeé—L'addition des radicaux radio-induits dihydro-5,6-hydroxy-6-thyminyles-6 et dihydro-5,6-hydroxy-5-thy-
minyles-S a a tétraméthyl-2,2 6,6-piperidone4 oxyle-1 en solution aqueuse désaérée engendre respectivement les
deux produits majeurs 2 et 3. La caractérisation de ces dérivés repose principalement sur les analyses de RMN. *C
et de spectrométric de masse (ionisation chimique, désorption de champ). Le dérivé N-oxyde 2 qui a été préparé de
manidre spécifique donne lieu & une réaction d'élimination de Cope ot A une transposition radicalaire du cycle
pyrimidinique.

Abstract—The reaction of 2,2.6,6-tetramethyl-4-piperidone-1-oxyl with radistion-formed $,6-dihydro-6-hydroxy-
thymin-5-yl and 5 ,6-dihydro-5-hydroxy-thymin-6-yl radicals in oxygen-froe aqueous solution generate respectively
two major products 2 and 3. The chemical assi of both covalent addition derivatives is based mainly on ’C
NMR and mass spectrometry (chemical ionization and field desorption) analysis. The N-oxide 2, which was
prepared in a specific manner, undergoes Cope elimination and radical rearrangement within the pyrimidine ring.
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Les radicaux nitroxydes stables tels que 1a tétraméthyl -
2,2,6,6 piperidone - 4 - oxyle - 1 ou TAN ont Ia propriété
de sensibiliser les cellules bactériennes: hypoxiques &
Paction des radiations ionisantes.'* Il est généralement
admis que ces substances interagissent au niveau moléc-
ulaire avec les radicaux radio-induits dans les chafnes
d’acides désoxyribonucléiques. Diverses études ont
montré que le mode d’action de la molécule de TAN sur
la thymine utilisée comme produit mod2le fait intervenir
deux mécanismes principaux.’ Dans un cas les radicaux
anioniques pyrimidinyles qui résultent de I'interaction
des électrons solvatés avec la thymine sont réoxydés
quantitativement par le TAN car le potentiel d’oxydo-
réduction de celui-ci est élevé.® Le deuxidme processus
fait intervenir des réactions entre le nitroxyde et les
radicaux dihydro-5,6 hydroxy - 6(5) - thyminyles - 5(6)
engendrés par addition d'un radical hydroxyle sur la
double lisison 5,6 de la pyrimidine.’ L'identification des
produits finaux de ces réactions a fait 'objet de travaux
préhmmnu"lacancténuuondccucomposésqm
repose sur diverses analyses spectroscopiques (RMN
BC, spectrométrie de masse) et I'étude de leurs pro-
priftés spectroscopiques est présentée dans ce mémoire.

RESULTATS ET DESCUSSION

La radiolyse gamma d’une solution aqueuse désaérée
de 1 mM thymine '“C-2 1 en présence de 0.5mM TAN
engendre la formation de deux produits majeurs de
dégradation 2 et 3 (Fig. 1) qm ont été séparés par
chromatographie sur couche mince de silice (Tableau 1).

Ces dérivés qui ont été détectés par autoradiographie
donnent lieu A une révélation caractéristique de la
présence d'une fonction cétonique aprés pulvérisation du
chromatogramme avec le réactif A la dinitrophényl-
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hydrazine. La formule brute de ces deux composés
(C14H2s05N5) est en faveur de structures correspondant
4 I'addition en 5,6 du cycle pyrimidique d’un radical
hydroxyle et d’une molécule de TAN comme le confirme |
I'analyse de RMN 'H de 2 et 3. La disparition de I'ab-
sorption UV 3 260 nm et le déplacement bathochrome de
Ia vibration » (C-O) de 1a fonction carbonyle en position
4 sont de la perte du caractire éthy-
1énique de la Liaison 5,6. Les pyrimidines saturées adop-
tent une conformation demi-chaise en solution'®" ou i
I'état solide.'>™ Une relation a été établic entre la valeur
du couplage Hr~H; et la conformation du proton H-6.'
Les valeurs élevées de °J H-He(= 4 Hz) observées dans
le spectre respectif de RMN 'H de 2 et 3 sont indicatives
d'une orientstion préférentielle de type pseudo-équa-
torial pour H-6.
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Tableau 1. G de formation* des principaux produits de dégradation radio-induite® de la thymine 107 M en présence
de TAN 5x107*M
PRODUITS R2 §20
Thywine ] -1.19 -2.23
Dihydro-5,6~hydroxy-6(t&traméthyl-2,2,6,6-~0x0-
pipéridinyl-1)-thymine-u'-oxyde
trane 2 0,22 0.39
Dihydro-S, 6-hydroxy—-5-(t§traméthyl~2,2,6,6-0xo0-
A-pipéridinoxy)-6-thymine
trans 3 0.23 0.38
Dihydro-5,6~dihydroxy-5,6-thynine ots 0.19 0.39
Dihydro-5,6-dihydroxy-5,6-thymine trans 0.04 0.14 -

*Nombre de molécules formées ou détruites pour unc absorption de 100¢V.

de rayonnement == 195 krad.

Détermination du site d'attachement de la molécule de
TAN

La seule considération des valeurs de déplacement
chimique (8) de RMN 'H de 2 et 3 ne permet pas de
préciser 1a position du substituant pipéridone sur les car-
bones 5 ou 6 en raison de I'absence de spécificité dans le
déblindage de H-6 et du méthyle pyrimidinique par rap-
port aux valeurs correspondantes de § des isoméres cis
et trans de la dihydro-5,6 dihydroxy - 5,6 - thymine
(Tableau 2). Des constatations similaires avaient déja
&té effectuées pour les différentes formes isoméres de la
dihydro - 5 6 - hydroperoxy - &3) - hydroxy - 5(6) -
thymine.'

Par contre I'examen des valeurs de déplacement chi-
mique de RMN “*C de ces mémes substances et leurs com-
paraisons avec celles des deux diastéréoisomires de la
dihydro - 5,6 - dihydroxy - 5,6 - thymine laissent ap-
paraitre des différences sensibles que I'on peut relier 2 la
position du substituant pipéridone fortement électronég-
atif (Tableau 2). Le glissement d’environ 9 ppm vers les
faibles valeurs de champ du signal de résonance du C-5
de 2 et du C-6 de 3 est A relier & la présence du radical
N-oxyle sur ces atomes de carbone. On note un léger
blindage (= 1 ppm) des carbones situés en p. L'amplitude
de I'effet a qui est sensiblement égale A celle due A une
fonction peroxydique est voisine de 38 ppm pour les
dérivés de la dihydro - 5,6 - thymine.'®

Le déplacement du signal du méthyle pyrimidinique de
2 A haut champ est le reflet de 1a proximité stérique de ce
groupement avec le cycle pipéridone tétrasubstitué,
L'existence d’un effet y ( = 4 ppm) entre le méthyle de 3 et
le radical pipéridinoxyle rend compte d'une interaction
gauche entre ces deux substituants et permet par 1A
méme d’attribuer la configuration trans 3 ce dérivé.

La confirmation de I'attachement de la molécule de
TAN sur le C-5 de 2 a été obtenue par synthdse radio-
chimique. L'irradiation gamma de Ia solution aqueuse
désaérée de bromo - § - dihydro - 5,6 - hydroxy - 6 -
thymine trans 4 conduit de manidre spécifique a4 la
formation du radical dihydro - 5,6 - hydroxy - 6 - thy-
minyle - 5 (Fig. 2) aprés capture dissociative de I’halo-
gine par les électrons solvatés issus de la radiolyse de
I’eau. La réaction de recombinaison de ce radical avec Ia
molécule de TAN engendre quantitativement 2. Dans les
mémes conditions de dégradation radio-induite la bromo
- 5 - dihydro - 5,6 - thymine 8 conduit & la formation du
produit d’addition ¢ instable qui est présent en faible
quantité dans les solutions aqueuses de 1 irradiées en
présence de TAN (Tableau 1).

- Propriétés chimiques des produits d'addition

La réaction d’addition d’un nitroxyde avec un radical
organique peut conduire 3 la formation d'une hydroxy-
lamine substituée'™'® ou d'un dérivé de type N-oxyde.'

Tableau 2. Valeurs de déplacements chimiques® de RMN “C et 'H de dérivés de dégradation radio-induite de la

thymine®
rma 3¢ ran 12
COMPOSES
ca,® c-s c-6 aay® R-6

3 13.9 78.8 77.1 1.42 4.73

3 19.7 68.1 87.0 1.45 471
Dihydro-5,6~dihydro-
*y-5,6~thynine ofe 19.5 69.5 78.4 1.26 A.36
Dihydro~5,6~dihydro—
xy-$,6-thymins trans 23.4 71.2 78.8 1.26 4.35
Dihydro-5,6~hydroperoq
xy—6-hydroxy-5-thyming
otls 24.9 69.0 88.6 1.3% 4.62

Dépheemenhch:mquu(&)expnmésenppmpunppatwt&améﬁysﬂmpheéeomexéf&encemm
enregistrés dans le diméthylsulfoxide d & I'aide d'un spectrométre Bruker WP 60 (RMN
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Fig. 2. radio-induite de la bromo - S - dihydro - 5,6 hydmxy 6 - thymine 4 et de la bromo - 5 -
ig. 2. Dégradation

dihydro - 5,6 - thymine 5 en présence de tri

La distinction entre ces deux composés repose
généralement sur la facilité de réduction de 1'hydroxy:
lamine.® L'hydrogénolyse de 3 en présence de Pd/C
engendre quantitativement la dihydro - 5,6 - dihydroxy -
5,6 - thymine trans et la tétraméthyl - 2,2,6,6 - pipéridone -
4. La rupture de la liaison N-O s'effectue avec une
rétention de configuration du carbone 6, confirmant ainsi
'attribution frans du noyau pipéridone par rapport &
I'hydroxyle (vide supra). Il est & noter que dans les
mémes conditions d’hydrogénation le dérivé 2 n'est pas
modifié.

Par contre, ce dernier composé présente une plus
mndemstabﬂxtéquehnsolubonaqmuu Les produits
de dégradation de 2 ont été respectivement identifiés a
I'hydroxyméthyt - 5 - uracile 7, Ihydroxy - 5 - méthyl - 5
- hydantoine et & des traces d'acide méthyl - S - bar-
bttunque par comparaison de leurs pmpnéta srecﬁm
copiques avec celles des substances témoins.
u'ansformauonchcn7etenac|deméthyl-5-
barbiturique fait intervenir une réaction d’élimination de
Cope™ qui est caractéristique d’une structure de type
N-oxyde. La premire étape de cette réaction consiste en
une abstraction d’un hydrogéne situé en 8 de la fonction
N-O consécutive 3 un état de transition cyclique pen-
tagonal. Le dérivé pyrimidinique 4 form¢ transitoirement
posséde un groupement méthyRne extrémement réactif
qui permet d’expliquer la formation d'hydroxy - méthy] -
S - uracile 8 ou d’hydroperoxyméthyl - 5 - uracile 9 en
présence respectivement d’eau et de peroxyde d’hydro-
géne. L'attaque nucléophile de la fonction méthyRne
exocyclique et I'élimination de 'hydroxyle porté par le
carbone C-6 s’effectuent vraisemblablement selon un
mécanisme concerté. Un intermédinire similaire & 4 a été
proposé par Pogolotti et Santi™ pour rendre.compte du
mécanisme des réactions biologiques catalysées par la
thymidylate synthétase et la désoxy-uridine monophos-
phate hydroxyméthytase.

PN

(1] < 4

- N - oxyde.

La faible mportanoe quantitative de I'acide méthyl - §

- barbiturique qui résulte de 1'autre possibilité d’élimina-
tion d'un hydrogine en 8 de la fonction nitroxyde est le
reflet de contraintes stériques. Le amlnssement du
cycle pyrimidique de 2 (mdc supra) qui entralne une
orientation préférentielle pour H-6 et
le noyau pipéridone rend difficile I'établissement d’un
état de transition cyclique plan. Par contre I'élimination
d'un hydrogéne du groupement méthyle ne doit pas étre
associée & un changement notable de la géométrie de la
py:mndmesll’émdemmiondehréacﬁonne
présente pas de caractére sp* marqué.

La formation d’hydroxy 5 - méthyi - 5 - hydantoine
10 (Rdt 10%) fait intervenir initislement une rupture
homolytique de la lisison C-N qui constitue la premidre
étapedehté.cuondeanhelmer”"‘lundm
dihydro - 5,6 - hydroxy - 6 - thyminyles - 5 ainsi produits
peuvent réagir avec I'oxygine moléculaire lorsqu'ils ne
sont pas impliqués dans un effet de cage pour engendrer
les espices p-hydmxy-hydropemxyles T(OH)O..”" Ces
dernitres peuvent J’" autoréaction & la for-
mation de radicaux oxyles™ qui subiraient alors une
B-scission.”*™

2T(OH)0; 15 T(OH)OLOH)T - 2T(OH)O +0;

Cette séquence de réactions apparait &tre I'hypothése
la plus vraisemblable pour expliquer I'ouverture de la
liaison 5.6-pyrimidique. Le radical a-hydroxy-hydro-
peroxyle obtenu ol addition d'une molécule d’oxygene
peut perdre HO,™ pour engendrer Ia N, - formyl - N; -
pyruvyl urée. L'hydrolyse de ce diuréide donne quan-
titativement I'hydroxy - S - méthyl - § - hydantoine 10.>'

La formation de 10 n'est pas observée lorsque la
dégradation hydrolytique de 2 est effectuée en I'absence
d’oxygine. On note par contre Ia présence de dérivés de
type dimére résultant de la recombinaison de radicaux
dihydro - 5,6 - hydroxy - 6 - thyminyles.™

, Fig. 3. Transformation de 2 en hyaoxynéthymc:’:u hydroperoryméthyluracile 9 selon le mécanisme de
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Fig. 4. Transposition radicalaire du dérivé N-oxyde 2 en solution aqueuse oxygénée.

Mécanisme de formation des produits d’addition

La dégradation radio-induite de Ia thymine 1 en solu-
tion aqueuse diluée s’effectue essenticllement par I'in-
termédiaire des espices réactives suivantes:

H05>0H'(G=255), H'(G=055), e¢=(G=27.

En présence de TAN, seuls les radicaux hydroxyles

jouent un réle prépondérant dans la décomposition de 1. .

La transformation quantitative des e, en radicaux OH'
dans les solutions saturées avec N,O™ se traduit
effectivement par un doublement du rendement radio-
chimique de 2 et 3 (Tableau 1). Dans ces mémes con-
ditions le produit 8 est formé avec une valeur de G
sensiblement égale i celle observée en présence d'azote,
suggérant que les radicaux dihydro - 5,6 - thyminyles - §
résultent essentiellement de I'addition sélective de
l'atome d'hydrogine. Les réactions bimoléculaires du
TAN avec les radicaux dihydro - 5,6 - hydroxy - 6
thyminyles - 5 et dthydro - 5,6 - hydroxy - 6 - thyminyles
- 6 conduisent respectivement aux produits finaux 2 et 3. La
formation de 3 implique vraisemblablement une trans- .

position du dérivé N-oxyde d'addition produit tran-|

sitoirement.

PARTIE EXPERIMENTALE
Les spectres UV ont &£ obteaus & I'aide d'un spectrophoto-
métre Cary, moddle 15. L'enrcgistrement des
effectués sur un appareil Perkin-Elmer 177 en utilisant la micro-
méthode en phase solide (KBr). Les spectres de RMN “C a
effectvé & laide d'un
néthodedehufomﬁedel’m lu:peetmdc

50 par istroduction directe. En impact éectronique le potentiel
d'mu,mmenv.&mﬁum.
le gaz réactif est le méthane.

La température de fa source est de 100°. La détermination des
masses exactes a été cffoctuée sclon la techmique du “‘peak

Les analyses de chromatographie liquide & baute performance
ontétéclecmbsavecmmilwmklﬂléqmpéd’me
mmum.mmmm
obtenues sur une colonne (0.46 X 25 cm) de phase inverse Lich-
RP 18 (Merck) A I'aide du systime isocratique méthanol-
.
chromatographies sur couche mince (ccm) ont été

-(d, 1, J1=45Hz, H), 6.13 (a.hrp 1, OH

effectuées sur des plaques de silice MN-S-HR/UV 254
(Macherey Nagel) ou des feuilles plastiques recouvertes de silice
prétes & I'emploi (Merck). Les systimes de solvants suivants ont
été utilisés = A: chloroforme-méthanol-cau (4:2:1) phase in-
férieure additionnée de 5% de méthanol; B: acétate d'éthyle-
isopropanol-cau (75:16:9); C: chloroforme-méthanol (95:5) et D:
acétate d"éthyle-méthanol (75:8). Les produits radioactifs sont
détectés sur le chromatogramme par autoradiographie & I'aide du
papier Kadak Kodirex. Les mesures quantitatives de radicac-
tivité ont &é effectudes avec un spectrométre A scintillation
liquide Packard (Tricarb). La thymine '“CH, provient du Dépar-
tement des Radioéléments de Saclay.

La tromo - § - dihydro - 5,6 - hydroxy - 6 - thymine trans a été
préparée par action de 'acide hypobromeux sur [a thymine.> La
bromo - § - dihydro - 5,6 - thymine a été obtenue sclon le procédé
de Nofre ef al® La tétraméthyl - 2,2,6,6 piperidone-4 oxyle-1 a
€18 synthétisée sclon la méthode de Bridre et al.®*

Dikydro - 56 - hydroxy - 6 - (tétraméthyl-2,266-0x0 - 4 -
pipbidlnyl 1)- 5 - thymine - N' - oxyde trans 2

La solution aqueuse (1000 ml) de thymine 1 (125mg) et de
TAN (350 mg) préalablement désaérée par balayage d'un couraat
gazeux d'azote est soumise A I'action des rayons gamma d'une
sowrce de “Co (débit de dose 56 krad/min) pendant 45 min. La
solution irradiée est ensuite évaporée sous vide jusqu'd siccité.

Le résidu résultant est -chromatographié sur 8 plaques de
silice 20x20cm i I'aide du systéme de solvant A. La zone de
silice de R, 0.55 qui absorbe en lumiere UV et renferme les denx
produits majeurs d'sddition radio-induits ct Ia thymine 1 est
extraite avec 3x8ml de méthanol. La solution alcoolique est
concentrée sous vide et le mélange de produits est séparé par
chromatographie couche mince sur 3 plaques de silice. Le

développement chromatographique (solvant D) p
fois dans la méme direction aprds séchage intermédiaire
chromatogramme. L'extraction méthanotique (3xSml) de
zone de silice (R, 0.79), qui absorbe légirement sous une lampe
de Wood et qui donne une réaction colorée avec le réactif 4 Ia 24
- dinitropbénylhydrazine® conduit A I'obtention de 32mg de 2
sous forme cristalline (Rdt=10%). PA. 125°dec. UVQAED)
U0nam (e¥4x10); IR (cm™") 1725 (C=0), 1310, 1235 (N-O).
RMN 'H (diméthylsulfoxyde d6) 8 1.02 (s, 3, CHy), 1.06 (s, 3,
CHy), 112 (s, 6, 2 x CHy), 1.18 (s, 3, CHy), 145 (s, 3,
CH; pyrimidique), 2.15 (d, 4, 2x CHa), 2.61 (d, 4, 2x CHa), 4.73
, 845 (s, 1,
J1=45Hz, NH-1), 10.15 (s, 1, NH-3). RMN "C (diméthyl-
sulfoxyde d¢) & 139 O, CH,pynmdnque) 2259, 2xCHy), 32.7
9, CHy), 33.1 ®, CHy), 52.6 (t, CH)), 53.1 (1, CH)), 62.1 (s, C-2)
ou C-6 pipéridone), 62.2 (s, C-6 ou C-2 pipéridone), 77.1 (d, C-6),
788 (s, C-5), 170.6 (s, C4). tric d¢ masse, IE: m/e
(intensité relative) 172 (3.6); 171 (34.0); 170 (2.8); 157 (9.4); 156
(100.0); 140 (3.0); 114 (9.1); 101 (3.0); 100 (67.9); 87 (2.6); 86
(3.2); 84 (5.1); 83 (67.9); 74 (24.2); 73 (203); 72 (52.8); 70 (11.3); 58
(5.1); 57 (1.2); 56 (35.8); S5 (17.0); 54 (2.8); 53 (2.5); 43 (0.1); 42
(94); 41 (18.9); 39 (7.9). IC: mie 212 (1.9); 200 (1.5); 173 (6.5); 172
(54.2); 171 (41.7); 170 (12.7); 157 (2.7); 156 (27.1); 154 (11.2); 140
(3.7; 139 (2.1); 127 (9.4); 116 (3.7); 114 (10.4); 101 (2.3); 99 (14.8); .
98 (6.0); 85 (7.1); 83 (5.6); 75 (4.6); 74 (100.0); 70 (3.3); DC: mje
340 (12.9); 339 (7.1); 314 (3.6); 313 (5.0); 296 (5.0); 295 (15.7); 172
(15.7); 171 (100.0); 170 (42.9); 143 (17.9); 142 (10.7); 125 (11.4).
Analyse: trouvée: C, 50.74; H, 7.61; N, 1268. Calkc. pour
CiHuOsNs, H:0 (331.36): C, 50.44; H, 7.45; N, 12.85%.
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Caracterisation des produits d’addition

Dikydro - 5,6 - kydroxy - § - (t&raméthyl - 2,266 - oxo - 4 -
pipéridinoxy) - 6 - thymine trans 3

Un deuxiéme dérivé (R, =0.66) situé entre la thymine (R, =
0.53) et le dérivé N-oxyde 2 donne sur les chromatogrammes
précédents une réaction potitive avec le réactif A la 2,4 - dinitro-
phénylhydrazine. L'extraction de la zone de silice correspon-
dante avec 3 X 10 ml de méthanol conduit aprés évaporation i sec
de la solution alcoolique A 'obtention de 29 mg de 3 A I'aspect
huileux (Rdt=9%). IR (cm™) 1730 (C=0), 1310, 1240 (N-O).

RMN 'H (diméthylsulfoxyde d¢) 8 0.94 (s, 3, CHy), 1.11 (s, 6,

2xCH,), 130 (s, 3, CHj), 1.45 (s, 3, CHy), 2.13 (d, 4, 2xCH¢),
264 (d, 4, 2xCHy), 471 (d, 1, J,=4.5Hz, H6), 8.3 (4, I,
Jis=45Hz, NH-1), 100 (s, 1, NH-3). RMN “C (diméthyl-
sulfoxyde dg) 8 19.7 (9, CH; pyrimidique), 22.1 (9, 2x CHy), 32.7
9, CH,), 33.1 (9, CH,), 53.0 (t, 2xCHy), 62.0 (s, C-2 ou C6
pipéridone), 63.5 (s, C-6 ou C-2 pipéridone), 68.1 (s, C-5), 87.0 (d,
C-6), 172.4 (s, C4). Spectrométrie de masse, IE: m/e (intensité
relative), 171 (9.0); 170 (100.0); 156 (9.7); 152 (5.2); 143 (9.0); 142
(97.0); 140 (10.4); 128 (10.4); 126 (6.7); 124 (3.7); 114 (10.4); 113
(1.9); 112 2.8); 111 (4.6); 110 (3.9); 100 (8.6); 99 (9.3); 86 (29.9); 84
(11.2); 83 (52.2); 74 (3.4); 73 (6.7); T2 (1.5); 1 (3.7); 70 (4.1); 60
(16.4); 59 (52.2); 56 (41.0); 55 (33.6); 42 (18.7); 41 (29.9). IC: m/e
314 3.1); 173 (4.1); 172 (34.4); 171 (9.4); 170 (2.2); 156 (12.9); 154
(7.8); 143 (8.4); 140 (3.1); 127 (9.7); 116 (2.8); 114 2.7); 113 (3.7);
101 (3.7); 100 (4.7); 99 (10.9); 98 (3.1); 87 (3.2); 85 (53.1); 84 (3.M;
83 (4.7); 75 (4.4); 74 (100.0); 70 (4.1); 58 (5.6); 57 (18.8); 56 (6.9);
55(3.7). DC: m/e 315 (10.9); 314 (23.6); 313 (41.8); 171 (36.4); 170
(45.5); 143 (100.0).

Radiolyse gamma de solution aqueuse de bromo - S - dikydro -
5,6 - hydroxy - 6 thymine trans 4 en présence de TAN

Une solution aqueuse désaérée (200 ml) de 50 mg de bromo - §
- dihydro - 5,6 - hydroxy - 6 - thymine 4 renfermant 70 mg de
TAN est irradiée dans les conditions précédentes pendant 2h
30 min (dose intégrée = 2100 krad). L analyse chromatographique
bidimensionnelle (systtmes de solvants A et B) d'une partic
aliquote de 1a solution irradiée montre que la bromohydrine 4 a
fait place au dérivé majeur N-oxyde 2. Ce dernier est purifié par
chromatographic semi quantitative sur 6 plaques de silice 20 x
20 cm avec le systéme de solvant D. L'extraction méthanolique
3x lOmI) de la zone de Ry 0.79 permet I'obtention de 22 mg de
2a qui présente des caractéristiques spectroscopiques IR, RMN
'H avec le produit obtenu précédemment (vide supra). Le dérivé
N-oxyde apparait homogéne en chromatographie liquide haute
performance sur colonne de phasc inverse Lichrosorb RP 18
(10mpu); k' =0.87 avec le mélange eau-méthanol (5:5) comme
systéme de solvant.

Dihydro - 5,6 - (tétraméthyl - 2,2,6,6 - oxo - 4 - pipéridinyl - 1) - 5
- thymine - N - oxyde 6

La solution aquecuse (200 ml) préalablement désoxygénée de
80 mg de bromo - § - dihydro - 5,6 - thymine “C-2 § et de 70mg
de TAN est irradiée pendant 2h 30 min (dose absorbée:
2100 krad). Dans ces conditions, Ia pyrimidine initiale est com-
plétement  dégradée comme le  montre lanllyse
chmmatouaplnque d’une partic aliquote du milieu d'irradiation
sur couche mince de silice (systémes de solvants A et B). La
solution irradiée est concentrée sous vide et chromatographiée
sur 4 plaques de silice 20 x 20 cm & 1'aide du solvant C. La bande
de silice (R, 0.64, détectée par autoradiographie, et qui donne une
révélation positive avec le réactif 4 la 24-dinitrophényihy-
drazine est extraite avec 3 % 10 ml de méthanol. L'évaporation i
sec de |a solution alcoolique permet I'obtention de 16 mg de $ qui
se dégrade partiellement au cours de Ia purification. Deux
produits de décomposition qui sont plus polaires que § ont été
séparés par chromatographic sur couche mince de silice avec le
solvant A. La pyrimidine absorbant fortement & 254 nm a été
ﬂenuﬂéeihthymmeetledeuximeeomposéihdihydm 56-
hydroxy - S - thymine par comparaison de ses propriétés spec-
troscopiques (IR, specuométne de masse) avec celles de ha
substance témoin.> P.f. 255", lit.** 225%; spectrométrie de masse,
LE: mfe 144 (M*).

La transformation de 4 en ces deux produits est compRte au

Y4 1)

bout de 3 h en solution aqueunse & 20° (609% de thymine 1 et 40%
d’hydroxy - § - dihydro - 5,6 - thymine 4).

Hydrogénation catalytique de la dikydro - 56 - Rydroxy - § -
tétraméthyl - 22,66 - oxo - 4 - pipéridinoxy) - 6 - thymine 3
Le mélange de S0mg de 3 et de 2.5g de palladium 109% sur
carbone dans 50 ml d'une solution aqueuse de méthanol (1:1) vfv
est soumis & une hydrogénation dans un autoclave sous unc
pression de 50 bars pendant Sh & 20°. Le catalyseur est éliminé
par filtration sur un lit de Celite. La solution est évaporée jusqu'a
siccité et le résidu huileux est chromatographié sur 2 plaques de
silice 20x20cm A I'side du systdme de solvants B. Le produit
majeur (R; 045) qui est détecté sur le chromatogramme par
autoradiographic ou aprés pulvérisation avec le réactif au para
diméthylbenzaldehyde ou pDAB est extrait avec 3x5ml de
méthanol. L'’évaporation A sec de la sohution alcoolique conduit &
I'obtention de 16 mg de 5,6 - dihydroxy - 5,6 - dihydrothymine
trans (Rdt=63%). P.f. 219-220° (Lit. ™ 218-219", 219-m')
Spectrométric de masse, IE: m/e (intensité relative) 115 (M*-
NH=CHOH, 100 ). IC: m/e 161 (100); 143 (45); 89 (15); 46 (12).

Dégradation hydrolytique de la dikydro - 56 - hydroxy -
6(tétraméthyl - 2,2,6,6 - 0xo - 4 - pipéridinyl - 1) - 5 thymine - N' -
oxyde trans 2

Le dérivé N-oxyde 2 '‘C-2 (200 mg) est dissous dans 40 m!
d'une solution aqueuse oxygénée dont la température est main-
tenue & 25°. La transformation de 2 qui est suivie par I'analyse
chromatographique de parties aliquotes du milieu réactionnel A
I'aide des systdmes de solvants A et B est compitte au bout de
72h. Les trois dérivés pyrimidiques majeurs de décomposition
sont séparés par chromatographic sur 2 plaques de silice 20x
20 cm avec le systéme de solvants B. L'extraction des trois zones
radioactives (R, 0.74, R, 0.69 et R, 0.32) avec 3x5ml de
méthanol conduit respectivement aprds évaporation de fa solu-
tion alcoolique & I'obtention de 11 mg d’hydroxy - S - méthyl - §
hydantoine 16 (Rdt 139%) de 5 mg d’acide méthyl-S barbiturique
(Rdt 5%) et de 34 mg d'hydroxyméthyl-$ uracile 8 (Rdt 38%). Ces
trois pyrimidines présentent des caractéristiques spectrosco-
piques (IR, spectrométric de masse) identiques & celles des
substances témoins. Hydroxyméthyl-5 hydantoine 10, p.f. 166°
(Lit.”, 166); spectrométric de masse, LE: m/e (intensité relative)
132 (M*, 0.7); 102 (M*-CO, 52.2). Atide méthyl - 5 - barbiturique
pf. 203 (Lit.” 203).

Hydroperoxyméthyl-S-uracile 3

La dégradation de 20mg de 2 dans 1Sml d'une solution
aqueuse de peroxyde d’hydrogine (15%) pendant 65h i 25°
engendre un produit majeur qui a £t séparé par chromatographic
sur 2 plaques de silice (solvant B). L'extraction de la zone de
silice (F; 0.58) qui absorbe fortement & 254 nm et qui donne lieu &
une libération d'iode aprés pulvérisation du chromatogramme
avec une solution d'iodure de potassium est cffectuée i I'aide de
Ix5ml de méthanol. L'évaporation & sec de la solution al-
coolique permet I'obtention de 12 mg d'hydroperoxyméthyl - § -
uracile 9 (Rdt 30%) identique au produit de synthése, ¢ p{.>
230" dec).

Remerciements—Nous remercions M. J. C. Promé du Centre de
Recherche de Biochimie et Génétique Cellulaires de Toulouse
pour I'enregistrement des spectres de masse par désorption de
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