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SUMMARY: 
Quinine was linked to 2-chlorocarbonyloxyethyl methacrylate (6) by a carbonate bound. This monomer 

7 was characterized by usual spectroscopic methods and polymerized by a radical process. The resultant 
polymer 4 was biologically tested by toxicity and immunology studies on rabbit. Polymer 4 was analyzed 
by IR and NMR spectroscopy and compared with the polymer obtained by chemical modification 
of poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (1). 

Introduction 

L’introduction de molecules actives & proprietes sptcifiques au sein d’une macromol~cule est une 
methode susceptible de confkrer au polymere final les dites proprietes auxquelles viennent s’ajouter 
les caracteristiques propres & la nature macromol~culaire du compose. Bien souvent, les recherches, 
tant sur le plan de la synthese des monomeres que sur celui de la modification chimique ou de 
la combinaison des deux mkthodes, se sont limit& & la fixation d’un groupement fonctionnel donne’ - 3 ) .  

Dans le domaine de la pharmacologie, les recherches se sont orientees recemment vers la fixation 
de principes actifs sur un support polymerique par l’intermediaire de liaisons covalentes. 

Suivant les utilisations visees, c’est le polymere resultant dans son ensemble qui apportera cette 
proprietk alors que dans d’autres cas, le polymere servira seulement de support, l’action provenant 
de la liberation de la molecule active temporairement fix& 

Cette association entre une drogue et une substance macromol~culaire peut conduire & une modification 
de la pharmacologie de la molecule active. 

L’une des proprietks les plus recherchkes dans ce domaine semble &re l’obtention d’un effet retard, 
do probablement & la nature macromoleculaire du compose administre et i la liberation programmte 
de la drogue, & la fois dans le temps et dans I’espace, suivant une cinetique d’hydrolyse lente et 
dans les zones d’absorption favorables. L’efficacite de cette methode est fonction de la nature et de 
la liaison etablie entre le support et la molecule active choisie. Les premiers rksultats positifs obtenus 
in vivo lors de tests pharmacocinetiques, realises sur des animaux permet de conforter cette hypoth&se4! 

Compte tenu de ces resultats, cette technique a CtC appliquee 2 la fixation d’un alcaloi’de 
ayant des propriCtCs antipaludiques bien definies: la quinine 3. Ce compose possede une fonction 
hydroxyle libre. La fixation au substrat macromolCculaire est assuree par une liaison carbonate, 
sensible aux procedures d’hydrolyse chimique et Cventuellement biochimique. Le relachement 
de la drogue et l’apparition d’effet retard fait l’objet d’une Ctude cinetique in vivo prksentement 
en cours. 
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La toxicite et I'immunogenicitC de ces nouveaux composes ont CtC Ctudiees et les resultats 
des tests effectues sur animaux sont rapport&. Le poly[(hydroxy-2 ethyl) methacrylate]') (1) 
sert de polymbre initial 2 cette etude. 

Synth2se de polymeres fonctionnels du type poly[ (chlorocarbonyloxy-2 ethyl) methacrylate] (2)") 

La synthbse organique assode  aux procedures de polymerisation permet d'acceder a un 
grand nombre de polymbres fonctionnels susceptibles d'etre utilisCs comme supports lors de 
la fixation de principes actifs. En se referant aux etudes recemment effectuees dans ce domaine5s6), 
la realisation de nouvelles structures polymeriques renfermant des molecules pharmacologique- 
ment actives a 6ttc envisagee selon diverses mkthodes. 

La polymerisation radicalaire de I'(hydroxy-2 ethyl) methacrylate (5) est rtalisee en solution 
dans la butanone-2. Ce type de solvant permet un fractionnement du polymbre dont la seule 
partie soluble sera utilisee. La masse moleculaire du polymhe ainsi isole, mesuree par GPC 
est voisine de 2000, I'indice de polydispersite &ant Cgal 1,2. La modification chimique 
effectuee sur ce polymbre support est montree dans la Figure suivante 1 : 

L 1 

3 
L 

4 

L'action du phosgbne en excbs sur le polymtre 1 en solution, conduit, sans aucune reaction 
de couplage entre les fonctions chloroformiate deja formkes et les fonctions alcool n'ayant 
pas encore reagi, au poly[(chlorocarbonyloxy-2 ethyl) methacrylate] (2) dont toutes les fonctions 
alcool primitives ont CtC transformees en fonctions chloroformiate. La masse moleculaire 
ainsi que la polydispersitk du polymbre confirment que cette reaction ne s'accompagne d'aucune 
reticulation ou degradation. 

*) Nom systematique: poly[(hydroxy-2 6thyl)oxycarbonyl-I methyl-I Bthyltne]. 
) Nom systematique: poly[(chlorocarbonyloxy-2 ethy1)oxycarbonyl-1 methyl-I Bthyl2neI. tt 
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Les caracteristiques spectrales sont resumees en partie experimentale. Une autre voie d’accks 
au polymbre 2 consiste & polymCriser le (chlorocarbonyloxy-2 ethyl) methacrylate (6) par voie 
radicalaire. 

Les caracteristiques de ce polymkre sont identiques & celle du polymbre obtenu par modification 
chimique. Toutefois, dans ce cas, la masse moleculaire et l’indice de polydispersite sont plus 
eleves du fait de I’absence de fractionnement. Les facteurs de solubilite dans les solvants 
organiques sont pratiquement identiques. 

La reactivite des fonctions chloroformiate portees par ce polymkre est mise B profit pour 
crter des liaisons carbonate par reaction avec l’hydroxyle de la quinine, selon le schema 
suivant : 

p-O-C<O + R-OH + P-O-Cco + HCI c1 OR 

P: residu polymCrique 

La liaison carbonate est mise en evidence par Yapparition sur le spectre IR des bandes 
d’absorption A v(C=O) 1740cm-’ et v(C-0-C) 1255 cm-’. Les bandes caracteristiques du 
squelette de la quinine sont Cgalement observkes. 

Sur le spectre de NMR, les protons methylkniques en position CI des fonctions chloroformiate 
rksiduelles sont mis en evidence par un signal B 4,45 ppm. 

Ces fonctions sont hydrolysees en groupes hydroxyles lors de la purification du polymkre 
et pourront Cventuellement assurer une meilleure solubilite et biocompatibilite du compose 
dans les liquides vecteurs de I’organisme. 

I1 a CtC possible de constater que la double liaison vinylique portee par la quinine n’est 
pas affectee par cette reaction. Les unites monomeres actives posstdent donc, outre le squelette 
de la quinine, une liaison connue pour &re aisement hydrolysable et un groupement +CH2)z- 
s’insbrant entre la drogue et la chahe macromoleculaire limitant les interactions entre ces 
deux elements. 

Le taux de modification de cette reaction de fixation de la quinine n’est jamais superieur 
B 40%; ceci s’explique par l’encombrement sterique important de I’alcaloYde utilise, emPCchant 
une modification totale des fonctions chloroformiates preexistantes. 

Les caracteristiques de ce polymkre 4 sont repertoriees dans le Tab. 1 partie experimentale. 
La masse mol~culaire du polymere final est fonction de celle du polymkre synthktise initialement 
et du taux de modification. Dans les essais rCalisCs elle varie entre 2000 et 50000. Eventuellement, 
afin de favoriser la solubilite aqueuse du polymkre actif, la quinine fixee peut &re transformee 
en dichlorhydrate par addition d’acide chlorhydrique dilue. 

Fonctionnalisation de la quinine et polym6risation du monomdre rtsultant 

La fixation de la substance active sur un support macromoleculaire du type 1 est statistique 
et reste limitCe par I’encombrement stkrique de la molecule active. Une autre voie d’accks 
B de telles structures polymeriques consiste & transformer la drogue en un monomere puis 
A envisager sa polymerisation ou copolymerisation avec des comonomkres convenablement 
choisis. 

Dans le cas present, la quinine est transformee en compose methacrylique par l’intermediaire 
de I’(hydroxy-2 ethyl) methacrylate (5), selon le schema reactionnel suivant : 
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6 + 3  

AlBN 
7 -  4 

L'action du phosgkne en excks sur le methacrylate 5 conduit au (chlorocarbonyloxy-2 ethyl) 
methacrylate (6), exempt du carbonate mixte correspondant 9 la reaction de deux molecules 
d'alcool'). Ce compose prepare selon la methode decrite en partie experimentale presente 
en spectroscopie de NMR des resonances 9 5,56 et 6,06ppm attribuees respectivement aux 
protons cis et trans de la double liaison methacrylique ainsi qu'un multiplet centre 9 4,45 ppm 
attribue aux groupes de protons methylkniques situes en positions 2 et /j de la fonction chlorofor- 
miate. Cette dernikre est mise en evidence en spectroscopie IR par l'apparition des bandes 
de vibrations v(C=O) 9 1770cm-' (differentes de celles du groupement ester methacrylique 
(v(C=O) 1710cm-'), v(C-0) 1140cm-' et par une bande v(C-Cl) 9 680cm-'. La double 
liaison methacrylique vibre 9 1640cm-'. 

Le monomere methacrylique actif, porteur du squelette de la quinine est obtenu par action 
de la drogue en quantite stoechiometrique sur le methacrylate 6. Aprb traitement du monomkre 
brut par une solution aqueuse bicarbonatee, le monomkre 7 est isole et caractkrise par les 
methodes spectroscopiques habituelles (partie experimentale). 

En spectroscopie de NMR les protons methacryliques de 7 rtsonnent 9 5,40ppm (proton 
cis) et 5,98ppm (proton trans) et les protons vinyliques de la quinine entre 4,8 et 5,l ppm. 
La formation d'une liaison carbonate est confirmee par apparition en spectroscopie IR des 
bandes de vibrations 

L'homopolymerisation radicalaire de 7 conduit au polymkre actif recherche 4, dans lequel 
toutes les unites monomeres possedent le squelette de la quinine; la masse moleculaire est 
faible de l'ordre de 1500, ceci &ant da 9 l'encombrement sterique du monomkre initial; I'indice 
de polydispersite mesure par GPC est superieur 9 3,5. 

La synthkse de tels monomeres est intkressante parce qu'elle autorise la copolymerisation 
avec des comonomkres du type vinylpyrrolidone, derives vinyliques des bases puriques et 
pyrimidiques. Cette etude est actuellement en cours. 

1730 et 1250cm-'. 

Etude de quelques proprie'te's biologiques du polymere 4 porteur de la quinine 

On a determine la toxicite du polymere 4 afin de la comparer 9 celle de la quinine; on 
a recherche d'autre part les reactions immunologiques pouvant &re Cventuellement provoquees 
par l'administration d'un compose macromol~culaires~9~. 
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De‘termination de la toxicite‘ 

La DL50’) de la quinine et du polymere 4 a ete determinee sur la souris. Les conditions 
de preparation des solutions injectees Ctaient les m&mes pour les deux composes. La voie 
d’administration et le volume inject6 etaient identiques. 

Les valeurs obtenues (Tab. 2 partie experimentale) indiquent que les toxicites du polymere 
4 et de la quinine sont pratiquement identiques. On peut en conclure que la forme polymtrique 
de la quinine n’est pas plus toxique que l’alcaloide seul. 

Recherche de l‘activite‘ antige‘nique 

Un lot de lapins a ete soumis 8 des injections repetkes de polym2re 4 pour rechercher 
une sensibilisation eventuelle lors d’une administration par voie intraveineuse, susceptible de 
provoquer des accidents de type allergique. Les resultats ont ete compares 8 ceux obtenus 
sur des lots temoins. 

L’ktude du proteinogramme des animaux devrait permettre de didgnostiquer l’apparition 
possible d u n  syndrome inflammatoire conskcutif 8 l’administration du polymere 4, ou d’une 
modification quantitative des 7-globulines, trdduisant la production d’anticorps dirigks contre 
le polymere. 

Les animaux ont etk mis en observation pendant les deux mois qui ont suivi I’experimentation; 
aucun accident n’a ete observe. La croissance ponderale est identique pour tous les animaux, 
aussi bien pendant la periode d’experimentation que pendant les deux mois suivants. 

La recherche de proteinurie a toujours e tk  negative, ce qui est en faveur d’une absence 
de nephrotoxicite du polymbre 4 qui pourrait &re consecutive 8 une atteinte glomerulaire. 

Le serum des animaux trait& et des animaux temoins a CtC CtudiC par immunoelectrophorese’o) 
et par electrophorese sur acetate de cellulose’ ’). 

Le proteinogramme et l’aspect des immunoelectrophorCgrammes des animaux trait& sont 
identiques A ceux qui ont 6te obtenus 8 partir du serum des animaux temoins. 

On n’observe pas de modification quantitative ou qualitative des differentes classes de protgines. 
L’aspect normal des 1 I-macroglobulines, des r 2-macroglobulines et I’absence de modifications 

au niveau des y-globulines laisse penser que 1e polymere 4 ne provoque pas de reaction 
inflammatoire et n’induit pas de reaction immunologique. 

Conclusion 

La poursuite de cette recherche est envisagee sur le plan chimique par l’introduction d’un 
groupe ((spacer)) du type peptidique entre la drogue et la chaine macromolkculaire, tant au 
niveau de la synthese du monomere qu’8 celle de la modification chimique des supports 
polymkriques envisages. La methode d’approche qui semble la plus accessible consiste dans 
la synthkse de composes ((drogue-peptide)), l’ensemble &ant ensuite condense sur un monomere 
fonctionnel adapt6 ou le polymkre correspondant. Un tel groupe ctspaceru se liberant avec 
la drogue au sein de I’organisme faciliterait l’absorption selective du principe actif. 

*) La dose lethale pour 50% des animaux 
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Compte tenu des mecanismes connus ou supposCs de l'action pharmacologique des drogues 
chimiquement definies, ces recherches devraient conduire a de nouvelles associations drogue-sub- 
strat pour lesquelles des changements de comportement de chaque drogue envisagee devraient 
&re escomptes. A titre d'exemple, nous pouvons citer: 
- eflicacite de la drogue, c'est a dire possibilite d'utilisation de plus faibles dosages, ce 

qui diminuerait les phenomenes de toxicite et les effets secondaires. 
- Ctalement dans le temps et l'espace de l'activitk de la drogue, par apparition d'effets 

((retard)) 
- augmentation ou modification de I'activite therapeutique en liaison avec les mtcanismes 

d'action, propres a chaque drogue. 

Partie explrimentale 

Spectres: Les spectres IR sont rkalises sur des appareils Perkin-Elmer 157, 257 et 237. Les spectres 
de NMR sont enregistres sur des appareils JEOL MHZlOO et VARIAN A60: les deplacements chimiques 
sont exprimts dans I'6chelle 6. Le TMS est utilise comme reference interne et les solvants sont prbcises 
lors de I'etude spectrale des compos6s. Les spectres sont enregistres B temperature ambiante. Les 
abreviations suivantes sont utilisbes: s = singulet, m = multiplet. Les spectres de GPC sont realises en 
solution de THF sur un appareil WATERS ASSOCIATE. 

(Chlorocarbonyloxy-2 ethyl) methacrylate (6): Ce monomere prepare par action du phosgene liquide 
en excts sur l'(hydroxy-2 ethyl) methacrylate (5) B temperature ambiante est purifie par distillation 
sous vide; pe 42,44"C (2. 10-4mbar); di9  1,2182; nb' 1,4484. Rdt. 75%. 

IR (sans solvant): 1770 (O=C<"), 1710 (O=C<O-), 1640 (>C=C<), 1140 (>C-O-CL \ I  
et 680 cm - ' (>C-Cl). 

NMR (CDCI3): 6 =  1,Y2 (s), 4,45 (m), 5,56 et 6,06. 

Poly[(chlorocarbonyloxy-2 ethyl) mtthacrylate] (2)  

ZPre Methode: Le polymkre est prepare B partir du poly[(hydroxy-2 ethyl) methacrylate] (1) selon 
la methode dtcrite dans la litt6rat~re'~'. 

28me Methode: La polymerisation radicalaire du monombre 6 s'effectue au reflux du benzene en 
presence de 0,1% en poids d'azo-2,T isobutyronitrile. Apres 3 h, le polymbre est precipitk dans "her 
de petrole, seche sous vide et analyse5'. 

IR (KBr): 2950 (>CHz), 1780 (O=C<"), 1715 (O=C<O-), 1150 (>C-0-Cf) et 680cm-' 

NMR (CDC13): 6=1,02, 1,75-2,25, 4,30 et 4,50. 
Modification chimique du polymere 2 par la quinine. Preparation du polym8re 4: Le poly[(chlorocarbo- 

nyloxy-2 ethyl) methacrylate] (2) en solution dans le chloroforme est additionne lentement & une solution 
chloroformique de quinine. Apres 24 h d'agitation magnetique, le polymere est prdcipite dans ]'ether 
de petrole, sechk sous vide pousst et analyse: les caracteristiques sont resumbes dans le Tab. 1. 

Monom8re methacrylique 7 portant la quinine: 4,OOg de quinine en solution dans le chloroforme 
sont additionnes B 2,38 g de (chlorocarbonyloxy-2 ethyl) mbthacrylate (6) en solution chloroformique. 
L'agitation est maintenue pendant 12 h B 0°C. Aprts filtration, le solvant est &vapor& et le monomere 
7 analysc. ' 

(>C-CI). 

IR (KBr): 1730 (C=O), 1250 (C-0), 1620 (C=C) et 1585cm-' (arom.). 
NMR (CDC13): 6 =  1,82 (CH3), 5,40 (m; cis-vinyl), 5.38 (trans-vinyl), 4.30 (OCHZ), 3,80 (H9'), 8,70 

(H"), 4,8-5,1(H1'), 5,55-5,80 (HI'), 7,33 (m; H7',H5',H3'),7,Y0 (m; H8', H'"). 
Polymerisation du monomere methacrylique 7: La polymerisation radicalaire de 7 se deroule au reflux 

du chloroforme pendant 5 h. Le polymkre recuptre par precipitation dans I'tther de pttrole est seche 
sous vide et analyse. Les caracteristiques sont mentionnbes dans le Tab. 1. 
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Essais biologiques 

Determination de la toxicite: Le polymere 4 et la quinine ont ett dissous dans de I’eau distillte 
sterile additionnee de la quantite minimale d’acide chlorhydrique (1 M) pour obtenir un chlorhydrate 
soluble (pH 2). On injecte 0,51111 de solution B chaque animal par voie intraperitontale. Les tests 
ont t t t  rtalists pour chaque concentration sur des lots de 30 souris de souche swiss (Carworth Farms). 

Tab. 2. Toxicite comparte de la quinine libre et de la quinine fixbe sur polymethacrylate (polymtre 4) 

Quinine libre 

Quinine fixee sur 
polymethacrylate 
(polymtre 4) 

Taux de 
mortalit6 en % 

0 
30 

100 

0 
27,6 

100 

Recherche de l’actiuitk antigthique: Les solutions de polymtre 4 et de quinine (B 15 mg/ml exprimees 
en quinine) sont pr6parCes comme prtc6demment. Les lapins (souche Fauve de Bourgogne) ont BtB 
repartis en 4 lots de 10 animaux: Chaque animal du premier lot a r e p  une injection hebdomadaire 
de 30mg/kg, de polymere 4 (exprimke en quinine) pendant 1 mois. Chaque animal du deuxieme lot 
a r e p  une injection hebdomadaire de 30mg/kg, de quinine. Chaque animal du troisitme lot a r e p  
une injection hebdomadaire du solute seul. Les animaux du dernier lot n’ont r e p  aucun traitement. 

Les solutions sont injecttes dans la veine marginale de I’oreille du lapin (33 ml de solution B 15 mg/ml 
en quinine, de facon B administrer une dose de 30mg de quinine par kg de poids). 

Le sang est prelevt? sur anticoagulant (melange de Wintrobe) par conction dans la veine marginale 
de l’oreille. 

Aprts centrifugation (IOmin B 1500 r. p. m.) le strum surnageant est prelevt pour analyse. 
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