
Analogues de lysole� cithines : mimes azido et mimes amino de
lysole� cithines de� rive� s de lÏacide 2,2-bis(hydroxyme� thyl)propionique

Dimitrios Papadopoulos,a Ste� phane Auberger,a Christine Ge� rardin,a Jacques Amos,a
Michel Maugras,b Marie Jose� Ste� be� a et Claude Selvea*

a L aboratoire de Chimie Physique Organique et (CNRS UMR 7565), HenriCollo•�dale Universite�
I, B.P. 239, 54506 cedex, France.Poincare� -Nancy V andoeuvre-lès-Nancy

Fax: ]33 3 83 91 25 32; e-mail : claude.selve=lesoc.u-nancy.fr
b Groupe de Recherches sur les Interactions aux Interfaces, HenriMole� culaires Universite�

I, INSERM, CO 10, Plateau de Brabois, 54511Poincare� -Nancy Baü timent V andoeuvre-lès-
cedex, FranceNancy

Received (in Strasbourg, France) 21st January 1999; Accepted 10th March 1999

Les lysole� cithines pre� sentent un grand inte� reü t par di†e� rentes proprie� te� s tant physicochimiques que biologiques. Ces
mole� cules peuvent eü tre conside� re� es comme compose� es de trois parties : une queue lipophile (acide gras), un module
central (glyce� rol) et une teü te lipophobe (phosphatidylcholine). Nous de� crivons la synthèse par strate� gie modulaire
dÏanalogues base� s sur un pivot central mimant le glyce� rol : lÏacide 2-azidome� thyl-2-me� thyl-3hydroxypropionique.
La fonction azoture est re� duite en amine donnant les de� rive� s correspondants. Ces diverses structures ont e� te�
obtenues tant avec des cha•ü nes hydrophobes hydroge� ne� es que Ñuore� es avec des rendements globalement corrects.
Les proprie� te� s de surface des solutions aqueuses des analogues pre� pare� s montrent un comportement globalement
proche de celui des lysole� cithines naturelles mais pre� sentent des analogies pour certains aspects avec les tensioactifs
ioniques. Au niveau de lÏimpact sur une culture de cellules, les produits inhibent la croissance cellulaire à des
concentrations supe� rieures à 5 ] 10~4 mol L~1. La mort cellulaire intervient alors essentiellement par ne� crose. Elle
semble devoir eü tre interpre� te� e comme une pe� ne� tration de la membrane cellulaire par les de� rive� s entra•ü nant une
solubilisation par ““e†et de� tergent ÏÏ avec formation de micelles mixtes ““analogues de le� cithineÈphospholipides
membranaires ÏÏ.

Lysolecithin analogues : azido- and aminolysolecithin mimics derived from 2,2-bis(dihydroxymethyl)propionic acid.
Lysolecithins have attracted much interest due to some of their physicochemical and biological properties. These
molecules are composed of three parts, a lipophilic tail (fatty acid), a central module (glycerol) and a lipophobic
head (phosphatidylcholine). We describe here the synthesis, following a modular strategy, of lysolecithin analogues
starting from 2-azidomethyl-2-methyl-3-hydroxypropionic acid as a glycerol mimic. The reduction of the azido
group leads to amines with good yields for both hydrogenated and Ñuorinated compounds. The study of the surface
properties of aqueous solutions of these analogues gives evidence for a behaviour similar to that of natural
lysolecithins, but they present also some analogies with ionic surfactants. Concerning the impact on cell cultures,
our products inhibit cellular growth for a concentration above 5 ] 10~4 mol L~1. Cellular death occurs essentially
by necrosis ; this phenomenon can be interpreted by a penetration of the compounds into the membrane, disrupting
it by forming mixed micelles (lysolecithin analoguesÈmembrane phospholipids).

Parmi les phospholipides, une classe de mole� cules amphi-
philes, les lysole� cithines, donne lieu depuis quelques anne� es à
une investigation importante. Cet inte� reü t est en relation avec
leurs comportements tensioactifs mais aussi en raison de leur
importance dans le domaine biologique, en particulier leur
activite� antivirale potentielle1 ou ave� re� 2 ainsi que leur activite�
anticance� reuse re� cemment illustre� e par la mise sur le marche�
dÏun nouveau me� dicament de cette famille.3 Les lysole� cithines
naturelles sont des substances qui proviennent des dia-
cylglyce� rophosphatidylcholines, après hydrolyse dÏune de leurs
liaisons ester par les phospholipases. Elles sont nettement plus
solubles dans lÏeau que les le� cithines. Elles sont en petite quan-
tite� dans les membranes biologiques.4 Pendant longtemps on
les a conside� re� es comme ne pouvant pas former des systèmes
organise� s en bicouches ; la formation de liposomes à base de
lysole� cithines en pre� sence de choleste� rol est venue contredire
cette ide� e.5

En me� thodologie modulaire6 de synthèse de tensioactifs,
nous conside� rons ces mole� cules comme constitue� es par trois

modules : un module hydrophobe, un module de jonction et
un module hydrophile. Pour les lysole� cithines, le module
hydrophobe est constitue� par une cha•ü ne hydrocarbone� e
appartenant à un acide gras qui est relie� par une fonction ester
à la mole� cule pivot, le glyce� rol. Celui-ci joue le roü le de module
de jonction, la deuxième fonction alcool est libre tandis que la
troisième porte un module hydrophile du type phospha-
tidylcholine, par exemple.7 Dans nos travaux ante� rieurs de
pre� parations de mole� cules amphipathiques par les me� thodes
de synthèses modulaires, nous avons montre� lÏinte� reü t de lÏacide
2,2-bis(hydroxyme� thyl)propionique ou acide 3-hydroxy-2-
hydroxyme� thyl-2-me� thylpropionique8 comme pivot central.
Cette mole� cule trifonctionnelle, pouvant mimer le glyce� rol,
peut servir de module de jonction. LÏaddition dÏun module
hydrophile et dÏun module hydrophobe à cette mole� cule
permet dÏobtenir des analogues de lysole� cithines à lÏaide dÏune
strate� gie adapte� e (Sche� ma 1). Ces de� marches sÏinscrivent e� gale-
ment dans la mise au point de methodologies de synthèse per-
mettant lÏaccès à des mole� cules amphipathiques
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Sche� ma 1 Re� trosynthèse des analogues de lysole� cithines base� s sur
lÏacide 2,2-bis(hydroxyme� thyl)propionique.

antibacte� riennes de la se� rie monobactame9,10 ou encore à des
mole� cules mimes phospholipides du type le� cithineÈ
ce� ramide.11,12

Nous pre� sentons ici les me� thodologies de synthèse de ces
analogues de lysole� cithines, leurs proprie� te� s physicochimiques
en solution aqueuse ainsi que quelques aspects de leur action
sur une culture de cellules de type lymphoblastes U937.

Re� sultats et discussion
Synthèses

Nos de� marches de synthèses de� coulent des re� sultats qui de� cri-
vent dans un pre� ce� dent article la synthèse de modules hydro-
phobes pour tensioactifs.8 La pre� paration dÏamidoazido
alcool est e†ectue� e à partir de lÏacide 3-hydroxy-2-
hydroxyme� thyl-2-me� thylpropionique.9 De plus, le groupe
azoture permet de modiÐer dÏautres fonctions, sans eü tre
a†ecte� .13,14 Le choix de pre� parer lÏazidolysole� cithine est base�
e� galement sur deux hypothèses : lÏune correspond aux e� ven-
tuelles proprie� te� s antivirales des mole� cules pre� pare� es1,2 qui
peuvent eü tre augmente� es par la pre� sence de la fonction
azoture (cf. AZT15) et lÏautre repose sur le fait que la fonction
azoture peut faciliter la re� action de phosphorylation difficile
dans ce cas en raison de la pre� sence dÏun carbone quaternaire
et dÏune liaison amide. Cette fonction peut geü ner la re� activite�
de lÏalcool en diminuant sa nucle� ophilie ; la pre� sence du
groupe azoture peut compenser cet e†et. Ainsi Polt et al.,16
pour pallier le problème de la glycolysation dÏun N-acyl-b-
amino alcool, proposent le modèle dÏune nucle� ophilie renfor-
ce� e graü ce à une liaison hydrogène favorable impliquant le
groupe azoture. Pour nos mole� cules la possibilite� dÏune liaison
hydrogène favorable plutoü t quÏune de� favorable semble une
hypothèse raisonnable (Sche� ma 2).

La me� thode de phosphorylation choisie, après di†e� rents
essais en particulier avec le 2-chloro-2-oxo-1,2,3-
dioxophospholane,17 met en oeuvre la re� action entre lÏalcool
et le 2-bromoe� thyldichlorophosphate2,18 (Sche� ma 3). Celui-ci
est pre� pare� in situ, en faisant re� agir le bromoe� thanol et
lÏoxychlorure de phosphore en pre� sence de trie� thylamine dans
le THF. Etant donne� la grande facilite� avec laquelle la liaison
PwCl sÏhydrolyse, nous nÏisolons pas le produit et la re� action
se poursuit par addition de lÏazidomonoamido alcool en solu-
tion dans le THF avec un exce� s de trie� thylamine, accepteur
dÏacide chlorhydrique. LÏhydrolyse de la liaison PwCl
restante peu re� active, ne� cessite des conditions basiques ou la
pre� sence de sel.19 Par la suite, le diester phosphorique brome�
III est re� cupe� re� dans la phase organique après lavage acide.

Sche� ma 2 Hypothèse sur les liaisons hydrogènes intramole� culaires et
leur impact sur la re� activite� .

Sche� ma 3 Principe de la synthèse des produits IV.

Des problèmes de solubilite� s pour certains amido alcools dans
des de� marches identiques de phosphorylation, soit avec le
bromoe� thyldichlorophosphate soit avec le phospholane, ont
e� te� signale� s.20,21 En ce qui concerne nos substrats, nous
nÏavons pas rencontre� de difficulte� s particulières. Les com-
pose� s brome� s III sont puriÐe� s par chromatographie sur silice
avec des rendements raisonnables (45È55% par rapport aux
alcools de de� part), quelle que soit la nature de la cha•ü ne
hydrophobe (voir la partie expe� rimentale pour plus de de� tails
et lÏidentiÐcation des dife� rents compose� s).

Nous avons estime� ces re� sultats comme e� tant satisfaisants :
il faut souligner en e†et que lÏe� tape de phosphorylation est
souvent peu efficace.22,23 Nous e†ectuons un travail syste� ma-
tique pour tenter de mettre au point des me� thodologies plus
performantes pour cette re� action.24 La forme zwitte� rionique
de ces mole� cules est obtenue après traitement par un excès de
trime� thylamine qui substitue le brome avec des rendements
e� leve� s (ge� ne� ralement supe� rieurs à 85%).

Les produits IV, solubles dans les solvants polaires, pre� cipi-
tent dans la plupart des autres solvants organiques. Ainsi, ils
se se� parent du milieu re� actionnel (chloroformeÈace� tonitrile) en
entra•ü nant avec eux des impurete� s, ce qui ne� cessite leur puriÐ-
cation. Elle est e†ectue� e dans un premier temps par re-
cristallisation dans un me� lange de deux solvants (me� thanolÈ
ace� tate dÏe� thyle), puis dans un deuxième temps, par puriÐ-
cation par chromatographie sur silice, ce qui permet dÏobtenir
les de� rive� s IV avec des rendements satisfaisants (voir la partie
expe� rimentale). En ce qui concerne leur aspect, les azidolysole� -
cithines obtenues sont des produits très paü teux solubles dans
lÏeau : il nÏy a pas de di†e� rence marque� e pour la solubilite�
entre les compose� s hydroge� ne� s et Ñuore� s.

Une hydroge� nation catalytique des azidolysole� cithines IV
fournit les aminolysole� cithines V correspondantes (Sche� ma 4)
avec des rendements excellents (voir la partie expe� rimentale).
Les solubilite� s dans le me� thanol sont suffisantes pour que
lÏhydroge� nation soit re� alise� e dans ce solvant et aucune diffi-
culte� nÏest rencontre� e dans cette re� duction malgre� la pre� sence
des diverses fonctions porte� es par les de� rive� s IV. Nous avons
remplace� les ions bromures par des ions hydroxyles par
passage des azotures IV ainsi que les amines V sur une re� sine
dÏe� change dÏanions, pre� alablement re� ge� ne� re� e par une solution
de soude (Sche� ma 4). Aucune perte de produit nÏa e� te� consta-
te� e et lÏe� change complet des bromures a e� te� ve� riÐe� par un test
au nitrate dÏargent. Nous avons e� galement traite� les de� rive� s
type V par un e� quivalent de HCl et isole� les sels correspon-
dants VI protone� s sur la fonction amine (Sche� ma 4).

Pour conclure sur la synthèse des analogues de le� cithines,
nous avons mis au point des me� thodologies dÏaccès à des
structures originales sur la base de lÏacide 2,2-bis(hydroxy-
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Sche� ma 4 Passage à lÏamine et au zwitterion pour les de� rive� s IV.

me� thyl)propionique. Les re� actions mises en jeu sont
globalement performantes. Nous avons en particulier observe�
que le groupement azoture permet dÏame� liorer sensiblement
les rendements de la phosphorylation dÏalcools encombre� s
comportant des fonctions amides. EnÐn nous avons pu pre� -
parer avec des rendements analogues satisfaisants, des mole� -
cules à cha•ü ne perhydroge� ne� es comme perÑuore� es.

Proprie� te� s tensioactives

LÏe� tude de la variation de la tension superÐcielle c en fonction
de la concentration en milieu aqueux de nos analogues de
lysole� cithines a e� te� e†ectue� e. A titre dÏillustration, nous avons
reporte� les courbes c\ f (log C) pour les produits IVa, Va, Vla
et IVf, Vf, VIf. Les proprie� te� s de surfaces de� duites à partir de
ces courbes sont regroupe� es dans le Tableau 1. Les valeurs de
lÏexcès de surface (C) ont e� te� calcule� es pour des mole� cules
““neutres ÏÏ et ioniques ainsi que les surfaces par teü tes polaires
(p) en utilisant les e� quations de Gibbs.26

Nous remarquons une uniformite� de comportement pour
les di†e� rents produits, avec simplement des di†e� rences lie� es à
la nature de la cha•ü ne hydrophobe. Les valeurs de sontcCMCdu meü me ordre pour lÏensemble des de� rive� s HC8 et HC14 et
sont comprises entre 30 et 35 mN m~1, des valeurs classique-
ment obtenues avec les di†e� rentes classes de tensioactifs à
queue hydrophobe hydroge� ne� e. Les de� rive� s Ñuore� s (FC6)
abaissent cette tension de surface à des valeurs nettement plus
basses comme cela est attendu.27 Nous pouvons remarquer
que les de� rive� s IV, portant le groupement azoture, pre� sentent
un plus faible que les autres de� rive� s V et VI. LÏazoturecCMCapporte une contribution hydrophile moins importante à la
mole� cule par rapport à la fonction amine ou au groupe
ammonium. En e†et il peut e� changer des liaisons hydrogènes
avec les mole� cules dÏeau mais globalement de moinsfacÓ on
favorable que les groupes amine ou ammonium. En conse� -

Fig. 1 Courbes c vs. log C pour IVa, Va, VIa et IVf, Vf, VIf.

quence la fonction azoture agirait en synergie avec la cha•ü ne
grasse.

Il faut aussi souligner la di†e� rence des pentes avant la con-
centration micellaire critique (CMC, Fig. 1) entre les produits
IV et V : celles concernant les de� rive� s IV sont plus faible que
celles des compose� s V. Ceci entra•ü ne pour les valeurs de lÏexcès
de surface et entra•ü ne e� galement pour les valeursCN3 \ CNH2de la surface par teü te polaire Une interpre� tationpN3[ pNH2 .
possible de cette observation serait que la partie adjacente à
lÏazoture ““ se plie ÏÏ vers lÏinterface airÈeau (Sche� ma 5) et donc
que la mole� cule occupe une plus grande surface (pN3 [ pNH2).Moins de mole� cules de tensioactifs seraient ne� cessaires pour la
saturation de lÏinterface avant la micellisation (CN3 \ CNH2).Pour ces meü mes produits IV, les CMC sont sensiblement
identiques à celles des de� rive� s V : le passage du groupement
azoture à la fonction amine a peu dÏimpact sur la solubilite� du
monomère. Par contre la protonation par HCl (produits VI)
conduit à une teü te polaire ionique justiÐant le de� placement des
CMC vers des valeurs plus e� leve� es : ceci sÏexplique par
lÏaugmentation de polarite� , apporte� e par lÏionisation, qui aug-

Tableau 1 Proprie� te� s de surface des analogues de lysole� cithines

Produit No cCMC/mN m~1 CMC/104 mol L~1 C/10~6 mol m~2 p/A� 2

HC8N3PC IVa 28,7 29,5 0,47 35
HC14N3PC IVc 37,5 0,38 0,39 43
FC6N3PC IVf 23,0 7,6 2,8 59
HC8NH2PC Va 29,1 28 6,4 26
HC14NH2PC Vc 37,9 0,39 9,4 18
FC6NH2PC Vf 24,2 7,9 4,7 35
HC8NH3PC VIa 28,7 180 1,9 87
HC14NH3PC VIc 36,4 1,7 1,3 128
FC6NH3PC VIf 24,6 38 2,0 83
FC8OPC25 È 23,0 1,1 4,0 41
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Sche� ma 5 Interpre� tation possible des valeurs pN3[pNH2 .

mente la contribution hydrophile et donc la solubilite� de la
mole� cule. On peut e� galement noter que les forces re� pulsives
entre les charges positives, porte� es par les groupes ammonium,
de� favorisent lÏagre� gation en systèmes organise� s supra-
mole� culaires. La formation de ceux-ci (micelles ou autres
organisations) ne se fait quÏà des concentrations plus e� leve� es.

A lÏexamen du comportement des de� rive� s HC8 et HC14,
nous faisons une constatation de lÏe†et de la cha•ü ne grasse sur
la micellisation et lÏactivite� de surface. Nous observons une
diminution de la CMC de lÏordre de 100 pour une hydropho-
bie majore� e de 6 motifs entre les produits HC8 (IVa, Va,CH2Vla) et HC14 (IVc, Vc, VIc). Cette valeur est identique à celle
observe� e pour les tensioactifs anioniques du type sulfate par
exemple.27 Ceci semble indiquer que nos analogues hydro-
ge� ne� s, concernant leur capacite� dÏagre� gation dans lÏeau, ont un
comportement se rapprochant de ceux de tensioactifs ion-
iques.28

Quant aux produits Ñuore� s FC6 (IVf, Vf, VIf ), leur CMC
sont nettement plus faibles que celles des produits HC8 qui
comportent le meü me nombre de carbones dans la cha•ü ne
hydrophobe. Ceci est en accord avec la plus forte hydrophobie
de ces de� rive� s. Il a e� te� montre� que les CMC des de� rive� s Ñuore� s
sont approximativement e� gales à celles des de� rive� s hydroge� ne� s
contenant 1,5 à 1,7 fois plus de carbone dans la cha•ü ne hydro-
phobe.29,30 Ici les produits hydroge� ne� s qui auraient des
valeurs de CMC identiques aux produits FC6 seraient en
HC11 ou HC12. Remarquons que les valeurs observe� es pour
les de� rive� s FC6 (IVf, Vf, VIf) sont comprises entre les valeurs
de CMC des de� rive� s HC8 et de HC14.

Nous pouvons comparer nos valeurs de CMC de ces de� ri-
ve� s Ñuore� s FC6 avec des phosphatidylcholines à cha•ü ne per-
Ñuore� e de� crites dans la litte� rature25 dont la structure est
pre� sente� e sur le Sche� ma 6. Les cha•ü nes perÑuore� es de ces de� ri-
ve� s comportent 8 groupes et 2 groupes Les valeursCF2 CH2 .
de CMC correspondantes sont environ 10 fois plus faibles que
celles obtenues avec les compose� s e� tudie� s dans ce travail, dont
la cha•ü ne comporte 2 groupes en moins. On aurait puCF2sÏattendre à un e� cart plus important puisque lÏe� tude re� alise� e
avec une se� rie de tensioactifs Ñuore� s comportant une teü te
polaire e� thoxyle� e beaucoup moins volumineuse montre que
lÏaddition dÏun groupe conduit à une CMC 100 fois plusCF2faible.31,32 Il semble que les proprie� te� s hydrophobes de la
cha•ü ne Ñuore� e puissent eü tre modiÐe� es avec la structure de la
teü te polaire (volume, polarite� , etc.). LÏexistence de fortes inter-
actions agirait par conse� quent sur les proprie� te� s dÏagre� gation.
E†ectivement, les donne� es concernant les CMC de tensioactifs
Ñuore� s ioniques, de Kunieda et Shinoda33 comme celles ras-
semble� es dans lÏouvrage de Kissa,34 montrent quÏil est difficile
dÏe� tablir des corre� lations applicables de manière ge� ne� rale. La
variation de la CMC en fonction de la longueur de la cha•ü ne

Sche� ma 6 Analogue Ñuore� de Kra†t.25

hydrophobe de� pend fortement de la nature de la partie hydro-
phile.

Pour conclure, il appara•ü t que nos analogues de lysole� ci-
thines ont un comportement de tensioactifs relativement class-
ique, en tout cas très semblable à celui des lysole� cithines
de� crites dans la litte� rature. Comme cela est attendu, la proto-
nation de la fonction amine restante fait cro•ü tre la solubilite�
du monomère. Cela se traduit par des valeurs de CMC net-
tement plus e� leve� es.

Impact sur une culture cellulaire

Nous avons e� tudie� les e†ets de quelques uns des analogues de
lysole� cithines sur des cellules en culture, des lymphoblastes
U937. Les principales observations sont pre� sente� es dans le
Tableau 2. La viabilite� cellulaire, e� value� e par test dÏexclusion
au bleu trypan, montre que les analogues de lysole� cithines
comportant un groupement azoture (type IV) provoquent la
mort de la majorite� des cellules pour des concentrations supe� -
rieures à 5] 10~4 M. Les compose� s type V, comportant un
groupement amino, ont un e†et analogue pour les concentra-
tions supe� rieures à 7 ] 10~4 M.

Nous avons e� tudie� avec plus de pre� cision la nature des
e†ets produits sur les cellules en utilisant des colorations spe� -
ciÐques permettant de distinguer respectivement la mort par
ne� crose (phe� nomène de destruction passif)35 et la mort cellu-
laire par apoptose (phe� nomène biologique dÏauto-
destruction).36,37 LÏhypothèse qui semble raisonnable est que
la ne� crose re� sulte dÏe†ets ““me� caniques ÏÏ. Il y aurait pe� ne� tra-
tion des analogues de le� cithines dans la membrane
cellulaire38,39 et solubilisation des phospholipides membra-
naires avec formation de micelles mixtes : la membrane est de� -
truite par cet e†et ““de� tergent ÏÏ, il y a mort cellulaire par
ne� crose.

Nous avons e†ectue� des observations, pour des concentra-
tions infe� rieures à 2] 10~4 M, en colorant les cellules avec le
bromure dÏe� thidium et lÏacridine orange,40 permettant
dÏobserver la mort soit par ne� crose soit par apoptose.37 La
pe� ne� tration de la membrane cellulaire par les tensioactifs pro-
voque une de� sorganisation, lÏimpact sur la cellule peut
entra•ü ner des re� ponses physiologiques aboutissant à
lÏapoptose ; la ne� crose, elle, nÏappara•ü t que si la quantite� de
produit est suffisante pour amener la formation de micelles
mixtes. Nous avons observe� quÏun nombre important de cellu-
les meurent par apoptose à partir de 5 ] 10~5 M. Le surfactif,
bien quÏen trop faible quantite� pour solubiliser les phospho-
lipides pour former des micelles mixtes, resterait et per-
turberait suffisamment lÏorganisation de la membrane,
aboutissant au de� clenchement de la mort programme� e.

Cette hypothèse nous semble corrobore� e par le fait que les
de� rive� s perÑuore� s ne provoquent un pourcentage de ne� crose
important que pour des concentrations supe� rieures à celles des
compose� s hydroge� ne� s de lÏordre dÏun facteur 10. Par contre ils
provoquent un pourcentage dÏapoptose plus important à des
concentrations comparables : à 10~4 M on observe environ
50% de viabilite� pour IVe et pour IVg. Cependant les
rapports de cellules mortes par ne� crose et celles mortes par
apoptose sont sensiblement di†e� rents : pour le produit perhy-
droge� ne� IVe il y a autant de ne� crose (D25%) que dÏapoptose
(D25%) alors que pour le de� rive perÑuore� IVg lÏapoptose est

Tableau 2 Impacts sur culture cellulaire

Mort
Tensioactifs C/mol L~1 cellulaire Ne� crose Apoptose

IV hydroge� ne� s P5 ] 10~4 B100% È È
IV Ñuore� s P10~3 B100% È È
IVe 10~4 B50% B25% B25%
IVg 10~4 B50% B10% B40%
IV et V 5 ] 10~5 [20% È È

660 New J. Chem., 1999, 23, 657È663



nettement plus importante (D40%) que la ne� crose (D10%).
Le fait que lÏanalogue de lysole� cithine hydroge� ne� e IVe ait un
impact di†e� rent de celui de lÏanalogue Ñuore� IVg est en accord
avec lÏide� e dÏinteractions avec les mole� cules de la membrane
cellulaire di†e� rentes. En tenant compte de la lipophobie des
cha•ü nes Ñuore� es, on sÏattend à ce que les lipides membranaires
forment plus facilement des micelles mixtes avec des compose� s
perhydroge� ne� s quÏavec des perÑuore� s. Les re� sultats expe� ri-
mentaux sont globalement en accord avec cette hypothèse.

Pour conclure, les e†ets sur culture de cellules semblent es-
sentiellement lie� s à la nature amphipathique des lysole� cithines
et à leurs analogies structurales avec les phospholipides mem-
branaires. Tous nos analogues structuraux sont toxiques pour
les cellules à des concentrations comparables et provoquent la
mort cellulaire tout dÏabord par apoptose puis la ne� crose
domine aux concentrations plus e� leve� es.

Conclusions
Les analogues de lysole� cithines base� s sur lÏacide 2,2-bis(hy-
droxyme� thyl)propionique ont e� te� obtenus par mise au point
de me� thodologies adapte� es aux structures recherche� es avec
des rendements globalement satisfaisants. Il faut souligner les
difficulte� s de la re� action de phosphorylation sur un alcool
comportant dÏautres fonctions comme des esters ou des
amides. Ce problème a de� jà e� te� signale� par plusieurs
auteurs.23,24 Si les re� sultats de phosphorylation, avec la
me� thodologie utilise� e, sont globalement corrects, nous pour-
suivons les travaux pour rechercher des me� thodologies plus
performantes. Les proprie� te� s tensioactives des produits pre� -
pare� s montrent quÏils pre� sentent un comportement analogue à
celui des lysole� cithines naturelles. Les CMC sont à des valeurs
comparables. Pour les capacite� s dÏagre� gations en systèmes
organise� s, les relations entre les di†e� rents produits, pour les-
quels on fait varier la cha•ü ne hydrophobe, sont comparables
aux comportements des de� rive� s ioniques. Pour le com-
portement vis à vis dÏune culture de cellules, nous avons obser-
ve� que tous les produits e� tudie� s sont toxiques, la mort
cellulaire intervenant soit par apoptose soit par ne� crose. Les
de� rive� s Ñuore� s pre� sentent une toxicite� di†e� rente de celle des
de� rive� s hydroge� ne� s, cela semble en relation avec une pe� ne� tra-
tion membranaire qui se ferait di†e� remment. LÏole� ophobie des
cha•ü nes perÑuore� es pourrait eü tre à lÏorigine de cette di†e� rence
de comportement.

Partie expe� rimentale
Les spectres RMN du proton (1H), du carbone (13C) et du
phosphore (31P) ont e� te� enregistre� s, ge� ne� ralement en solution
dans sur un spectromètre Bruker AM 400 ou AC 250.CDCl3 ,
Les de� placements chimiques d sont reporte� s par rapport au
te� trame� thylsilane (TMS) en re� fe� rence interne pour les spectres
1H et 13C et par rapport à en re� fe� rence externe pourH3PO4les spectres de 31P à 250 MHz. Les spectres IR sont enregis-
tre� s sur des appareils PerkinÈElmer 580D ou 1600 FTIR.

Tous les solvants sont de qualite� ““anhydreÏÏ et sont utilise� s
sans autre puriÐcation excepte� le tetrahydrofurane (THF) qui
est distille� sur benzophènoneÈsodium. Le de� roulement des
re� actions et la purete� des produits sont evalue� s par CCM sur
silice (Merck, Kieselgel 60 lÏe� luant e� tant ge� ne� ralementF254),lÏace� tate dÏe� thyle (AcOEt) ou un me� lange ace� tate dÏe� thyleÈ
me� thanol 9/1. Les puriÐcations sont e†ectue� es par Ñash chro-
matographie sur colonne de gel de silice avec les meü mes
e� luants. Les points de fusion sont de� termine� s avec un appareil
e� lectrothermique (Electrothermal) et ne sont pas corrige� s. Les
indices de re� fraction ont e� te� mesure� s à 20 ¡C sur un re� frac-nDtomètre dÏAbbe. Les analyses HPLC ont e� te� e†ectue� es sur un
Kontron Analytical System sur une colonne chromasyl C4 (1,
6 ] 250 mm) en mode gradient de 70% e� luant AÈ30% e� luant
B à 10% e� luant AÈ90% e� luant B en 30 min. Les e� luants uti-
lise� s sont : A\ eauÈ0,1% acide triÑuoroace� tique et B\ 80%

ace� tonitrilèÈ20% eauÈ0,09% acide triÑuoroace� tique. La pres-
sion est de 1800 psi pour une vitesse dÏe� lution de 1,5 mL
min~1. Les produits sont de� tecte� s par UV à 210 nm. Les
temps de re� tention sont donne� s en min. Les microanalyses qui
ont e� te� e†ectue� es sont en accord avec les structures.

Pre� parations des diesters de 2-bromoe� thanol et de
b-azido-cº-monoalkylamido alcool de l’acide phosphorique de
type III

Dans un re� acteur muni dÏun système dÏagitation, contenant
5 ] 10~3 moles de dans le THF, on introduit à lÏaideOPCl3dÏune ampoule à brome 1 e� quiv. de bromoe� thanol et 1 e� quiv.
de dans une solution de THF. LÏadditon se fait à froidNEt3sous Trois heures plus tard 1 e� quiv. de 2-azidomethyl-3-N2 .
hydroxy-2-me� thylpropionamide dÏalkyle et 1 e� quiv. de NEt3dans le THF sont ajoute� s dans le me� lange. On laisse agiter à
tempe� rature ambiante toute la nuit. Par la suite 10 mL dÏeau
sont verse� s dans le re� acteur et le pH est re� gle� à 9È10 avec
quelques mL de Après 3 à 4 h, on extrait la phaseNEt3 .
organique à lÏAcOEt (3] 120 mL). Le produit type III obtenu
est puriÐe� par une chromatographie sur colonne de silice
(AcOEÈEtOH, de 100/0 à 50/50). Les rendements et les
valeurs de sont donne� s dans le Tableau 3.Rf

Caracte� ristiques spectrales ge� ne� rales. IR: 2100,vN3 lNC(O)1640, 1260 cm~1. RMN 1H d : de� rive� s perhydro-lP/O (CDCl3)ge� ne� s CH3a (CH2b)nCH2cCH2dNHeC(O)C(Cl3f )(CH2gN3)CH2hOP-
0,9 (t, 1,1 (s, 1,3 [m,(O)(OH)OCH2i CH2j Br : CH3a ) ; CH3f ) ;1,6 (m, 3,2 (m, 3,5È3,7 (m, et(CHb2)n] ; CH2c ) ; CH2d) ; CH2g CH2j ) ;4,2 (m, 4,4 (m, 7,2 (m, NHe). De� rive� s perÑuore� sCH2h) ; CH2i ) ;. . . : 2,4 (m, 3,5È3,7 (m, les autresRFCH2c{CH2d{ CH2c{) ; CH2d{) ;groupes de protons pre� sentent les meü mes caracte� ristiques que

ceux des de� rive� s perhydroge� ne� s ci-dessus. RMN 31P d : voir
Tableau 3.

Pre� paration des b-azido-cº-monoalkylamidophosphocholines de
type IV

Le compose� brome� III re� cupe� re� dans lÏexpe� rience pre� ce� dente
est dilue� dans une quantite� minimale de DeCHCl3 .
lÏace� tonitrile (100 mL) est ajoute� dans le re� acteur avec un gros
excès de anhydre. Le me� lange est chau†e� doucementN(CH3)3à 50 ¡C et laisse� sous agitation à cette tempe� rature pendant 16
h. Le pre� cipite� forme� est Ðltre� et puriÐe� par recristallisation
dans MeOHÈAcOEt. Une puriÐcation supple� mentaire par
chromatographie sur silice est ne� cessaire avec AcOEtÈMeOH
(gradient 100/0 à 0/100). Les rendements et les valeurs de Rfsont donne� s dans le Tableau 4.

Caracte� ristiques spectrales ge� ne� rales. IR: 2100 ;lN31640 ; 1260 cm~1. RMN d :lNC(O) lP/O 1H(CDCl3ÈCD3OD)
de� rive� s perhydroge� ne� s CH3a (CH2b)nCH2cCH2dNHeC(O)C(CH3f )-

Tableau 3 De� rive� s type III

III R MM Rdt/% Rfa 31P RMN/d

a C8H17 457,30 50 0,3 [2,5
b C10H21b 485,35 45 0,3 [1,8
c C12H25 513,40 45 0,2 [1,7
d C14H29b 541,45 40 0,3 [2,8
e C16H33 569,50 55 0,3 [2,5
f C6F13C2H4 691,18 52 0,4 [2,7
g C8F17C2H4b 791,19 47 0,3 [2,1

a AcOEtÈMeOH, 80 : 20. b Microanalyses en accord avec la structure.
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Tableau 4 De� rive� s type IV

IV R MM Rdt/% Rfa 31P RMN/d

a : HC8N3PC C8H17b 516,41 80 0,2 [0,4
b : HC10N3PC C10H21 544,46 85 0,1 [0,5
c : HC12N3PC C12H25 572,52 70 0,2 0,3
d : HC14N3PC C14H29 600,57 75 0,2 0,6
e : HC16N3PC C16H33b 628,63 88 0,2 [1,3
f : FC6N3PC C6F13C2H4b 750,29 79 0,3 [0,4
g : FC8N3PC C8F17C2H4 850,30 70 0,3 [0,6

a MeOH. b Microanalyses en accord avec la structure.

Br~ : 0,9 (t,(CH2gN3)CH2hOP(O)(OH)OCH2i CH2j N`(CH3k)3 ,
1,1 (s, 1,3 [m, 1,6 (m, 3,2 [s,CH3a ) ; CH3f ) ; (CH2b)n] ; CH2c ) ;3,3 (m, 3,5 (m, 3,6È3,7 (m, 3,9 (2(CH3k)3] ; CH2c ) ; CH2j ) ; CH2g ) ;d, système AB, 4,2È4,3 (m, 7,2 (m, NHe). De� rive� sCH2h) ; CH2i ) ;perÑuore� s . . . : 2,4 (m, 35È3,7 (m,RFCH2c{CH2d{- CH2c{) ; CH2d{) ;les autres groupes de protons pre� sentent les meü mes caracte� ris-

tiques que ceux des de� rive� s perhydroge� nes ci-dessus. RMN
13C d : CaH3(CbH2)nCcH2CdH2NHCe(O)Cz(CiH3)(ChH2N3)-Br~ : 13,9CuH2OP(O)(OH)CkH2CoH2N`(ClH3)3 , (CaH3) ;18,5 22,4È29,4 31,4 38,5 47,3(CiH3) ; (CbH2)n ; (CcH2) ; (CdH2) ;(Cz) ; 54,0 55,5 59,1 65,9(ClH3) ; (ChH2N3) ; (CkH2) ; (CuH2) ;67,5 172,9 (Ce). RMN 31P d : voir Tableau 4. Micro-(CoH2) ;analyse : pour trouve� e (calcule� e) : C% 49,8 (49,4) ;R\C16H33H% 8,8 (9,2) ; N% 11,1 (10,8).

Hydroge� nation catalytique : pre� paration des
b-amino-cº-monoalkylamido phosphocholines de type V

Dans un re� acteur dÏhydroge� nation on met lÏazidolysole� cithine
re� cupe� re� e en solution dans du me� thanol (70 mL). Une quanti-
te� catalytique de PdÈC (10%) est ajoute� e. LÏensemble se met
sous pression dÏhydrogène (70 bars) pendant 4 h. Par la suite
on Ðltre le me� lange sur ce� lite et le solvant est e� vapore� sous
pression re� duite. Les rendements et les valeurs de sontRfdonne� s dans le Tableau 5.

Caracte� ristiques spectrales ge� ne� rales. IR: et 3650ÈlOH lNH23200 ; 1640 ; 1255 cm~1. RMN 1H d :lNC(O) lP/O (CD3OD)
de� rive� s perhydroge� ne� s CH3a (CH2b)nCH2cCH2dNHeC(O)C(CH3f )-Br~ : 0,9 (t,(CH2gNH2h)CH2i OP(O)(OH)OCH2j CH2kN`(CH3l )3 ,

1,1 (s, 1,3 [m, 1,6 (m, 3,2 [s,CH3a ) ; CH3f ) ; (CH2b)n] CH2c ) ; NH2het 3,3 (m, et 3,5 (m, 3,9 (2 d,(CH3l )3] ; CH2d CH2g ) ; CH2k) ;système AB, 4,2 (m, 7,2 (m, NHe). De� rive� s per-CH2i ) ; CH2j ) ;Ñuore� s . . . : 2,3 (m, 3,6È3,8 (m, lesRFCH2c{CH2d{ CH2c{) ; CH2d{) ;

Tableau 5 De� rive� s type V

V R MM Rdt/% Rfa

a : HC8NH2PC C8H17 490,41 85 0,2
b : HC10NH2PC C10H21 518,47 82 0,2
c : HC12NH2PC C12H25b 546,52 84 0,1
d : HC14NH2PC C14H29 574,57 89 0,2
e : HC16NH2PC C16H33 602,63 90 0,2
f : FC6NH2PC C6F13C2H4b 724,29 80 0,1
g : FC8NH2PC C8F17C2H4 824,31 85 0,2

a MeOH. b Microanalyses en accord avec la structure.

autres groupes de protons pre� sentent les meü mes caracte� ris-
tiques que ceux des de� rive� s perhydroge� ne� s homologues.

Tension superÐcielle

Les mesures de tension superÐcielle ont e� te� re� alise� es par la
me� thode de Wilhelmy à lÏaide dÏun tensiomètre digital (Kruss
Kl0ST). La tension superÐcielle c est exprime� e en mN m~1 et
elle est la moyenne de trois mesures successives après avoir
laisse� la solution sÏe� quilibrer, à 20 ¡C. On considère que les
valeurs rapporte� es sont dans une fourchette dÏerreur de 0,5
mN m~1. Les solutions sont pre� pare� es par dilution à partir
dÏune solution mère en utilisant de lÏeau distille� e.

Biologie

Les cultures. Les cellules utilise� es sont des lymphoblastes
U937 (European Cell Collection of Animal Cells in the UK)
cultive� es en milieu RPMI 1640, avec 2 mM de glutamine et 10
à 20% (v/v) de SVF (serum de veau foetal), à 37 ¡C dans une
atmosphère humide contenant 5% de Les principauxCO2 .
constituants du milieu de culture RPMI sont fournis sous
forme dÏune dose de poudre à dissoudre dans 5 L dÏeau bidis-
tille� e. A cette solution, on ajoute 10 g de 10 g deNa2CO3 ,
glucose (utilise� e comme nutriment), 2,5 g de pe� nicilline G à
100 mg mL~1, 2,5 mL de streptomycine à 100 mg mL~1, et de
la glutamine à 2 mM. Ce milieu est supple� mente� avec 5% (v/v)
de SVF (apport de facteurs de croissance, de prote� ines,
dÏinhibiteurs de prote� ases, etc.). Le tampon PBS (sans Ca2` ni
Mg2`) est compose� de NaCl à 137 mM, à 6 mM,Na2HPO4à 1,5 mM, KCl à 2,7 mM, et de D-glucose à 5 mM;KH2PO4ce tampon à pH \ 7,4 permet de maintenir lÏisotonie du
milieu.

Les colorants. Le bleu trypan peneü tre dans toutes les cellules
dont la membrane plasmique est de� te� riore� e. Elles se trou-
veront alors colore� es en bleu. On compte les cellules vivantes
non colore� es. Le me� lange bromure dÏe� thidiumÈacridine
orange 1/1 est re� alise� à partir dÏune solution de chaque sub-
stance à 100 g mL~1 dans du tampon PBS. La technique uti-
lise� e est de� rive� e de celle de� crite par Mercille et Massie.40
LÏobservation a e� te� re� alise� e avec un microscope à Ñuorescence
Axioskop (Zeiss, Strasbourg, France) avec une longueur
dÏonde dÏexcitation de 450È490 nm.(jex)Le bromure dÏe� thidium, comme le bleu trypan, pe� nètre
uniquement dans les cellules dont la membrane plasmique est
alte� re� e. Les cellules observe� es sous une lumière de j de 450È
490 nm e� mettent une lumière Ñuorescente rouge intense ; une
cellule morte pre� sente une chromatine orange vif et son cyto-
plasme appara•ü tra rouge fonce� . LÏacridine orange pe� nètre dans
toutes les cellules (vivantes ou non). Les cellules emettent une
Ñuorescence verte masque� e par la Ñuorescence rouge due au
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bromure dÏe� thidium pour les cellules mortes, ce qui permet de
bien les di†e� rencier des cellules vivantes.

Mode ope� ratoire. Pour chaque produit, des solutions mères
à 2 ] 10~3 M dans lÏe� thanol ont e� te� utilise� es. Des solutions
aux concentations de� sire� es ont ete� pre� pare� es en comple� tant à
2,5 mL avec du PBS. Lors des manipulations on utilise un
te� moin qui ne contient que de lÏe� thanol et du PBS. Les di†e� -
rentes e� tapes de lÏe� tude sont les suivantes : (i) centrifugation de
la suspension cellulaire, à 1000 tours min~1 pendant 5 min ;
(ii) elimination du surnageant, remise en suspension des cellu-
les dans du PBS et comptage des cellules ; (iii) pre� paration de
suspension à 5 ] 10~5 cellules mL~1 dans du PBS. Dans des
tubes ste� riles, mettre 1,8 mL de chaque solution de surfactif.
Comple� ter à 2 mL par 200 lL de suspension cellulaire.
Incuber 1 h dans lÏe� tuve à 37 ¡C; re� cupe� rer les cellules par une
centrifugation de 5 min à 1000 tours min~1 ; e� liminer le surna-
geant, le remplacer par 2 mL de milieu de culture, homo-
ge� ne� iser, incuber 2 h à lÏe� tuve à 37 ¡C; comptage des cellules
après coloration avec le me� lange bromure dÏe� thidiumÈacridine
orange.
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13 D. Papadopoulos, Thèse, Universite� Henri Poincare� -Nancy 1,
France, 1996.

14 E. F. V. Scriven et K. Turbull, Chem. Rev., 1988, 88, 297.
15 E. De Clercq, L a Recherche, 1992, 241, 288.
16 R. Polt, L. Szabo� , J. Treiberg, Y. Li et V. J. Hruby, J. Am. Chem.

Soc., 1992, 114, 10249.
17 N. T. Thuong et P. Chabrier, Bull. Soc. Chim. Fr., 1974, 3/4, 667.
18 A. R. Hirt et R. Berchtold, Pharm. Acta Helv., 1958, 33, 349.
19 C. Santaella, P. Vierling et J. G. Riess, New J. Chem., 1991, 15,

685.
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