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AA
AcO
AcOEt
AcOH
ADDP
ADN
AIBN
ARN
ARNi
ARNmM
AZT

BAIB
9-BBN-H
Bn

Boc
Boc,O
BOMCI
BOP
BSA
BvDU
Bz

cat.
Cbz
CCM
CIC
CMV
CoSy
CuAAC

d4cC
d4T
DAST
DBAD
DBU
DCC
ddC
ddl

Sigles et abréviations

Angstrém, 10° m
Adénine
Acide aminé
Anhydride acétique
Acétate d’éthyle
Acide acétique
1,1’-(Azodicarbonyl)dipipéridine
Acide désoxyribonucléique
2,2’-Azobisisobutyronitrile
Acide ribonucléique
Interférence d’acide ribonucléique
Acide ribonucléique messager
3’-Azido-3’-désoxythymidine

B
Base nucléique
(Bisacétoxyiodo)benzene
9-Borabicyclo[3.3.1]nonane
Benzyle
tert-Butyloxycarbonyle
Anhydride ddert-butyloxycarbonyle
Chlorure de benzyloxyméthyle
Benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino)phosphan hexafluorophosphate
N,O-Bis(triméthylsilyl)acétamide
5-(2-Bromovinyl)-2-désoxyuridine
Benzoyle

C
Cytosine
Concentration initiale
Catalytique
Benzyloxycarbonyle
Chromatographie sur Couche Mince
N-CyclohexylN’-isopropylcarbodiimide
Cytomégalovirus
de I'anglai€orrelated spectroscopyd-'H
de I'anglaisCopper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition

D
2',3’-Didéhydro-2’,3'-didésoxycytosine
2’,3’-Didéhydro-2’,3’-didésoxythymidine
Trifluorure de diéthylaminosulfure
Di-tert-butyl azodicarboxylate
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide
2',3’-Didésoxycytosine
2’,3'-Didésoxyinosine



Sigles et abréviations

DEAD Diéthyl azodicarboxylate
DEPC Cyanure de diéthylphosphonyle
DIAD Diisopropyl azodicarboxylate
DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimide
DIPEA N,N-Diisopropyléthylamine
DMAP 4-(Diméthylamino)pyridine
DMF N,N-Diméthylformamide
DMSO Diméthylsulfoxyde
DMT 4,4’-Diméthoxytrityle
DPPA Azoture de diphénylphosphonyle
d Déplacement chimique exprimé en ppm
E
EDC N-Ethyl-N’-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
EdU 2'-Désoxy-5-éthyluridine
EP Ether de pétrole
€q Equivalent
Et Ethyle
Et,O Ether diéthylique
F
FIAC 2’-Fluoro-5-iodo-1p-D-arabinofuranosyl cytosine
FIAU 2’-Fluoro-5-iodo-18-p-arabinofuranosyl uracile
FMAU 2’-Fluoro-5-méthyl-1B-p-arabinofuranosyl uracile
G
G Guanine
Gly Glycine
H
h Heure(s)
HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluromitnexafluorophosphate
HBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium laikorophosphate
HetCor Corrélation hétéronucléaire
HMPA Hexameéthyl phosphoramide
HMQC de I'anglaiHeteronuclear multiple quantum coherence
HOAt 1-Hydroxy-7-aza-H-benzotriazole
HOBt 1-Hydroxy-H-benzotriazole
HRMS Spectrométrie de masse haute résolution
HSV Herpes simplex virus
Hz Hertz
I
[e]V] 2’-Désoxy-5-iodouridine
IR Infra rouge
J
J Constante de couplage
L
LBPA Laboratoire de biologie et de pharmacologipligpiée
LNA de lI'anglaisLocked nucleic acid
LTR de I'anglaisLong Terminal Repeat
M
MeCN Acétonitrile
MeOH Méthanol



Sigles et abréviations

min
MMI
MMT
MS
MsCI
MTT

NBS
NIS
NXS
NMO
NOESY
Nu

ODN

Ph
PhthNOH
PNA
POC
ppm
PPTS
PyBOP

Rdt
Réf.
RISC
Rf
RMN
RNAse

SIDA
SiRNA

SN,

T
TA
TBAF
TBDPS
TBS
t-Bu
TEMPO
Tf

TFA
TFT
THF
TIPS

Minutes
Méthyléne méthyl imino
4-Monométhoxytrityle
Spectroscopie de masse
Chlorure de mésyle
3-(4,5-Diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétzalium
Micro

N
N-Bromosuccinimide
N-lodosuccinimide
N-Halogénosuccinimide
N-Oxyde deN-méthylmorpholine
de I'anglaisNuclear overhauser effect spectroscopy
Nucléophile

@)
Oligodésoxyribonucléotide

P
Phényle

N-Hydroxyphthalimide

Acide nucléique peptidique
Peptide-oligonucléotide

Partie par million

Para-toluénesulfonate de pyridinium
[(Benzotriazol-1-yl)oxy]tris-(pyrrolidino)pliptonium

R
Rendement
Référence
de I'anglailNA-induced silencing complex
Rapport frontal

Résonnance magnétique nucléaire
Ribonucléase

S
Syndrome de I'immunodéficience acquise
Petit acide ribonucléique interférent
Substitution nucléophile de type 2

T
Thymine

Température ambiante

Fluorure de tétrabutylammonium
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tert-Butyle
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T™MS
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Tr

Ts

U

VIH
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Triméthylsilyle
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Trityle
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U
Uridine

V
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Introduction geneérale






Introduction générale

Les progrés considérables de la biologie et déf&tgue moléculaire dans les années
1980 ont permis I'élucidation de la séquence d’'amhbre croissant de génes. Ceci a abouti a
I'idée que les oligonucléotides peuvent avoir denhreuses applications en biologie. lls
peuvent étre utilisés comme sondes d’acides numsigour la purification, I'imagerie et la
fixation sur bio-puce des acides nucléiques pour ¢apacité a former des double ou triple
hélices stables. lls constituent également unelliamdiagents pharmacologiques potentiels
soit par leur capacité a cibler les acides nucksgusoit comme analogue de substrat
d’enzyme. Les stratégies antisens, antigene detférence d’ARN ont ainsi été développés.
Ces nouvelles stratégies nécessitent la synthéskgatiucléotides modifiés qui sont
notamment résistants aux enzymes et qui sont capaldtteindre la cellule. C’est dans ce
contexte qu’ont été développés des oligonucléotiies lesquels la liaison phosphodiester
est par exemple remplacée par la liaison phosphioadt.

D’autre part, les analogues de nucléosides ontvérales applications en chimie
thérapeutique. lls ont montré des propriétés attthies, anticancéreuses et antivirales.
Certains nucléosides, trés connus comme I'’AZTaatylovir, sont utilisés dans le traitement
du VIH ou du virus de I'herpes. L'activité de ceslgtules a provoqué un engouement pour
la recherche de nouveaux nucléosides modifiés,dafitrouver les molécules les plus actives
et les moins toxiques possibles.

Les aminoxy acides, analogues d’'acides aminés léansels la fonction amine est
remplacée par une fonction aminoxyle, ont été réem développés et étudiés. Les peptides
d’aminoxy acidedorment frequemment des structures secondairesd#@nies comme des
a-, B-, y-turns ou des hélices grace a la facilité de foromatiles liaisons hydrogéne
intramoléculaires.

Nous proposons de synthétiser et d’étudier desénaes aminoxy acides et leur
oligomére en tant que nouveau type d’oligonuclé@stichodifiés. Les fonctions aminoxyle,
acide carboxylique et aldéhyde seront introduitedas partie sucre afin de créer de nouveaux
oligonucléosides liés par liaisdroxy amide, oxime et aminoxy. Les molécules syrgiés
seront testées pour leur activité antivirale emabalration avec le Laboratoire de Biologie et
de Pharmacologie Appliquée (LBPA) de 'ENS de CacHhaes oligonucléosides obtenus
seront étudiés pour leur stabilité et leur capacitérmer des double ou triple-hélices.

En paralléle, dans la continuité des travaux résleu laboratoire sur la synthése des
glycoamino acides, nous réaliserons la synthesemdeeauxC-glycosyl aminoxy acides dans
le but de créer de nouveaux mimes de glycopeptides.

Dans les deux premiers chapitres, nous présentefabsrd les aminoxy acides et
leur intérét dans les structures peptidiques. Po@js nous intéresserons aux acides
nucléiques ainsi qu’a l'intérét porté aux nucléesiét oligonucléotides modifiés.

Dans le troisieme chapitre, nous présenterons riéhége des nucléosides aminoxy

acides en série ADN. Les différents oligonucléosigieront construits a partir de monomeres
portant des fonctions acide carboxylique, aldéhstdaminoxyle.
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Introduction générale
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Dans la quatrieme partie, nous développerons lethayes réalisées en série ARN a
partir de l'uridine. Différentes séries d’oligoné@okides sont envisagées afin d’étudier

I'impact de différents liens contenant la liai9groxy amide.
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Enfin, nous terminerons avec la synthése @eglycosyl aminoxy acides comme

nouveaux mimes de glycopeptides.
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C-glycosyl aminoxy acide
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CHAPITRE | Introduction

l. Introduction

Les aminoxy acides sont des analogues d’acideséanmiomportant une fonction
aminoxyle (O-NH) a la place de la fonction amine. Plus précisémenti-aminoxy acides
sont des analogues leamino acides, le carbone prétant remplacé par un oxygene (Figure
1). L’introduction de la fonction aminoxyle O-NHe fait classiquement par une réaction de
Mitsunobu® & 'aide duN-hydroxyphthalimide (PhthNOH). Le groupement phithadoxyle
est ensuite déprotégé par réaction d’hydrazinolgfa d’obtenir la fonction O-NK
L’insertion d’'un atome d'oxygene entraine une migdiion des liaisons hydrogene
intramoléculaires dans les structures peptidiques.

R1

R 0.0 _COOH
SR X U ¢
H,N~ @ "COOH 2 R
R2
a-amino acide [B-amino acide o-aminoxy acide

Figure 1. Représentation d’acides aminés et d’aminoxy acides

Les fonctions biologiques d’'une molécule sont &roent liées avec sa structure
secondaire. Les peptides jouent des rbles impartiaris I'organisme au niveau des enzymes,
des hormones, des neurotransmetteurs... Cependamisem de leur flexibilité et de leur
faible biodisponibilité, les peptides ne sont pas womme des agents thérapeutiques
utilisables pour des applications médicales. Il desic nécessaire de trouver des structures
capables de mimer les peptides.

En 1963, E. Testat al? ont été les premiers & synthétiser des aminoxjeacét &
rapporter une méthode permettant la synthese sgitgra da-aminoxy acides chiraux.

Une dizaine d’années plus tard, Malcom T. Briggdatn S. Morleyont synthétisé
les premiers dipeptides d’aminoxy acides dérivesl'agpartame et d’'un tétrapeptide de
gastrine (Figure 2). En ce qui concerne I'analogiménoxy de I'aspartame, il n’a pas de godt
sucré contrairement a ce dernier. Ceci peut s'gupli par le fait que la molécule ne peut pas
se lier au récepteur en raison de la présenceodggéne de la liaisolN-oxy amide. La
synthese de I'analogue aminoxy du tetrapeptideadérige a permis de montrer que la liaison
aminoxy peptidique est résistante a I'hydrolyseyargtique.

o}

O.__CO,Me
HOOC/\‘)J\H/ Y OH CH,Ph

NH, N : H— Trp— Met—Asp—NHO —C—CONH,

analogue aminoxy de l'aspartame analogue aminoxy de la gastrine
Figure 2. Structure chimique des analogues aminoxy de |i&aspe et de la gastrine.

! Mitsunobu, O Synthesid 981, 1-28.
2 Testa, E.; Nicolaus, B. J. R.; Mariani, L.; Pag&hiHelv. Chim. Actd 963 46, 766-780.
% Briggs, M. T.; Morley, J. SI.C.S. Perkin 11979 2138-2143.

19



CHAPITRE | Peptides d’aminoxy acides

ll. Les peptides d’aminoxy acides

A la fin des années 90 et dans les années 200fyipe de D. Yang a repris et
développé les travaux sur les peptides d’aminoigdesac

[I.1. Les monomeéres d-aminoxy acides

En 1996, I'étude de peptides contenant une uniééadiinoxy acidé a permis de
mettre en évidence la formation de coudes (turns)igeau des structures secondaires dans
les peptides contenant desaminoxy acides. L'étude de ces structures momtrimimation
d'un cycle a 8 chainons grace a la formation diedizs hydrogene intramoléculaires entre
deux résidus adjacents, ce cycle est appedeO turn (Figure 3). La formation desN-O
turn est indépendante de la chaine latérale desoasniacides. De plus, la conformation
(gauche ou droite) est uniqguement déterminée parcdafiguration du carbonex
(configurationp ouL). Ceci permet d’envisager la construction de pigstidont les structures
secondaires seront bien définies.

0---H .
_O__COOH ANONE

HNTY HN, g

R o—
R
c-aminoxy acid a N-O turn

Figure 3. Représentation d’'ua-aminoxy acide et d’un N-O turn.

II.2. Les oligomeres di-aminoxy acides

Des oligomeres d-aminoxy acides (Figure 4) ont ensuite été étughias calcul
RMN, tRistallographiques.

(n ]

théorique et synthétisés pour des études

Figure 4. Représentation de la structure modélisée en hiéliogce par un tétraméreodaminoxy acides.

*Yang, D.; Ng, F.-F.; Li, Z.-J.; Wu, Y.-D.; Chan, KV. K.; Wang, D.-PJ. Am. Chem. So4996 118 9794-
9795.
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CHAPITRE | Peptides d’aminoxy acides

Les études a l'état liquide et a I'état solide oévélé des conformations quasi-
identiqgues dans ces deux états. La formation dectanes secondaires intéressantes a été
montrée. La présencecdN-O turn entraine la formation de structures eic@é&uelque soit
la chaine latérale de I'aminoxy acide. Les chailaésrales des aminoxy acides se situent
alternativement aux cotés opposés de I'hélice. drbanyle du résidiu+ 2 est décalé de +
50° par rapport a celui de la positionce qui permet de définir la structure comme liélece
1.8 (chaque coude de I'hélice contient environ 1,8&diaminoxy acide). Dans les peptides,
dix a douze résidus sont nécessaires a la formatioélices stables. Pour les peptides
d’aminoxy acides, la structure en hélice est olism=dans des oligoméres aussi court que des
triméres : ces structures représentent ainsi lespstites hélices jamais observ&es.

Des structures en coude inversé (reverse turnk temguelles la chaine peptidique
change de direction, sont régulierement observans ks structures secondaires de peptides
ou protéines naturels. Elles jouent des roles itapts dans le repliement des protéines et
dans la reconnaissance des récepteurs. Ces stsieturcoude inversé peuvent étre créées a
partir desa-aminoxy acides. En effet, la présencebde-aminoxy acides induit un N-O turn
orienté a droite alors que la présenceLdeaminoxy acides induit un N-O turn orienté a
gauche. Un dipeptide composé de deuaminoxy acides de configurations différentes
(dipeptide 2) donne une conformation en boucle (Figure 5) ettéimapeptide permet
d’observer une structure en coude inv&rsé.

0 0 0 0 o 0
,J\:.o\:g,ﬁ\ﬁ,o\f,isz /“\ﬁ,o\al,JLg,o\iykNHz

Figure 5. Conformations calculées d'un dipeptide homocHiré gauche) et d’'un dipeptide hétérochéh
droite).

L’équipe de Yang s’est ensuite penchée sur I'étlelpeptides alternant desamino
acides et des-aminoxy acide$.

Pour rappel, dans les peptides d’aminoxy acides,répliements observés ont été
nommeés des N-O turns par D. Yang. En fonction dmbre de carbones composant
'aminoxy acide, la taille du N-O turn varie. Paum a-aminoxy acide, on observe un cycle a
8 chainons qui constitue donc urN-O turn. Pour urf-aminoxy acide, on a un cycle a 9
chainons qui constitue yinN-O turn et ainsi de suite (Figure 6).

®Yang, D.; Qu, J.; Li, B.; Ng, F.-F.; Wang, X.-Cheung, K.-K.; Wang, D.-P.; Wu, Y.-3. Am. Chem. Soc.
1999 121, 589-590.

®Yyang, D.; Qu, J.; Li, W.; Wang, D.-P.; Ren, Y.; W-D. J. Am. Chem. So2003 125, 14452-14457.

"Yang, D.; Li, W.; Qu, J.; Luo, S.-W.; Wu, Y.-D. Am. Chem. So2003 125, 13018-13019.

21



CHAPITRE I Peptides d’aminoxy acides

O---H . Ry~_.O-..  Re
o. _coon P N% i Hru H™N
HzN” < HoM. ™ 0.
R rR' g?
c-aminoxy acid o N=O turn B-aminoxy acid b N-0 tum

Figure 6. Présentation dasetp N-O turns.

Dans les peptides naturels, la liaison hydrogééeislit entre un C=0 d’un résidet
le NH d’'un résidu + x oui — x. Cette liaison hydrogene conduit a la formatiorcgeles a n
atomes notés CLes liaisons en £ Cyo et G3 constituent les repliements les plus présents a
I'état naturel et constituent des coudes ou degcd®ldans la structure secondaire. En
particulier, la liaison de type Centre un C=0 d'un résidu et le NH d'un résidu+2
correspond a un cougecelle de type ¢ entre un C=0 et le NHi+ 3 correspond & un coude
B et enfin la liaison de type;gentre un C=0 et le NHi+4 a un coude. Les liaisons de type
Cs et Gy sont plus rares (Figure 7).

résidu i : résidu i+ 1 ' résidu i+ 2 : résidu i+ 3 ' résidu i+ 4
Pl : Cyy i b
- ; a |
i1 Cs : : P
o o ! 0! 0 |
H| I I I
— G N—Ca—C-i-H—Ca—C-i{-# —Ca—C-i-f—
(o "H " H "H
: c; : s s
o I I
i repliement y : .
! ! '
. Co H H
et !
: repliement p et hélice 34p !
I I
: Cis :

.................................................

repliement a et hélice a

Figure 7. Différentes liaisons hydrogéne rencontrées danpéptides.

Dans les structures des protéines, les coudemt moins observés que les coupfes
mais ils jouent des réles vitaux dans la reconaaiss moléculaire au niveau des systemes
biologiques’ Dans le peptid® composé d@-a-amino acides et de-a-aminoxy acides, la
formation d’'un coude est initiée par la présence d’urN-O turn (Figure 8). L'alternance de
a N-O turns et de coudeg donne une nouvelle structure en hélice 7/8. Cemntre la
possibilité d’'induire des structurgsturn a des sites spécifiques de courts peptides pa
incorporation did-aminoxy acides.

o] 0 f H
)\”'O\?LH/D\WN‘O N

A (o] o]

Figure 8. Conformation la plus stable calculée dans le@}d’un tripeptide3 (distances en A).

8 Rose, G. D.; Gierasch, L. M.; Smith, J.Adv. Protein Cheml985 37, 1-109.
° Haubner, R.; Gratias, R.; Diefenbach, B.; Goodn®arl,..; Jonczyk, A.; Kessler, H. Am. Chem. S04996
118 7461-7472.
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CHAPITRE I Peptides d’aminoxy acides

11.3. Etude degp-aminoxy acides

Les B-aminoxy acides comportent un carbone supplémenta@r rapport auxi-
aminoxy acides. lls sont des analogues/-@eino acides dans lesquels le carbong est
remplacé par un oxygéne. De maniére similaire aepharches sur leg-peptides®**
plusieurs types dg-aminoxy acides substitués (Figure 9) ont été étudi

RN \_,-_:.G' e ‘R:
0 Hr!q H-N
HoN- " 0. =
o7y ToH ©
R' R?
freaminoxy acid [¥ =03 tum

K 8]

0 R 0O 0

HN- : HN. S HN. A2

2 [)’R%“[JH ][3h‘[)”l\/u\[)” SS) OH : f}/i\[’#“rm
-

RI
27 . . 1. . A . . T .
[ =aminoxy acid f-aminoxy acid eyclic f-aminoxy acid acvelic P -aminoxy acid

Figure 9. LesB-aminoxy acides.

En 2002, le**aminoxy acides comportant deux chaines latéralesescarbonex
ont été étudié¥’ Ils ont la propriété de formasia des liaisons hydrogéne intramoléculaires
des cycles a 9 chainons entre le C=0 d'un résedde NH du résidu+ 2 appelés def N-O
turns (Figure 10). La structure est stabilisée paformation d'un cycle a 6 grace a la
formation de liaisons hydrogéene intramoléculaireBeele N-O du résidu+ 1 et le NH du
résidui + 2 (études menées par cristallographie et RMN 2D NOE®eci permet la
formation de structures en hélice bien définiesnposées de deuk N-O turns successifs.
Les longueurs des liaisons hydrogéne ont égalegtérgtudiées. La distance entre le NH du
résidui + 2 et le C=0 du résiduest de 1,93 A pour le premigMN-O turn et de 2,29 A pour
le second (Figure 10). La plus courte distance-N@=C dans la premiere liaison hydrogéne
reflete la plus grande acidité de Noxy amide O-NH-CO comparée a I'amide normal
NH-CO.

Figure 10. Structure cristallographique d’un triamide comporeux unités dg**aminoxy acides.

Y Hanessian, S.; Luo, X.; Schaum, R.; Michnick) SAm. Chem. Sot998 120, 8569-8570.

" Hanessian, S.; Luo, X.; Schaum,TRtrahedron Lett1999 40, 4925-4929.

2 Hintermann, T.; Gademann, K.; Jaun, B.; Seebachlely. Chim. Acta 998 81, 983-1002.

13 Seebach, D.; Brenner, M.; Rueping, M.; SchweiBer,Jaun, BChem. Commur2001, 207-208.
14 Seebach, D.; Brenner, M.; Rueping, M.; JaurGCBem. Eur. J2002, 8, 573-584.

% vyang, D.; Zhang, Y.-H.; Zhu, N.-YA. Am. Chem. So2002 124, 9966-9967.
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CHAPITRE I Peptides d’aminoxy acides

Gellmanet al*® utilisent desB-acides aminés contraints pour avoir des confoonati
bien définies. Il a été montré que suivant la d¢adu cycle de la chaine latérale (5 ou 6
chainons), la structure secondaire engendrée fisStetite et contrainte. Afin de voir s'il en
est de méme pour Igsaminoxy acides, I'équipe de Yang a étudié péd-aminoxy acides
cycliquest’ Lesp**-aminoxy acides cycliques sont une sous-clasgeatainoxy acides dans
laquelle les carbones et sont compris dans le cycle (cyclopentane ou cyxahe). Une
étude RMN a montré que les diamides synthétiségar@-11) ont une structure similaire qui
correspond afd N-O turn quelque soit la taille du cycle praminoxy acide.

>L\fPMHr'hLi\{ >%¢D"-r ‘:?'\II,O"T}O

H-':_Nx Hy =0 Y L H; fk\ ?=D

o.ﬁD’ ub 5. -F.ﬁ”»,(

Figure 11.Représentation des liaisons hydrogéne présentedetfi*-aminoxy acides de cyclopentane et de
cyclohexane.

L’étude a I'état solide (par cristallographie) antré la présence d’'une hélice 4.8
bien définie composée de defiN-O turns consécutifs et ceci indépendamment abddne
latérale (Figure 12). Les propriétés flaminoxy peptides sont donc différentes de celéss d
B-peptides étudiés par Gellman.

x/'ﬁ(
i LN )"‘-../S
740 A /_k"‘hx .
“:1["_2-& 0. 1934 :.u.}L;“-.
£
243 A t EJ.L\}«‘.’

" ]
~

Figure 12. Structure cristalline d’'un diamide §é&>-aminoxy acides de cyclohexane.

En 2010, lesp**-aminoxy acides acycliques ont été étudféses p N-O turns
précédemment identifiés dans les peptidef®deet 3*-aminoxy acides sont aussi présents de
maniére prédominante dans les peptideg’deminoxy acides ayant une configurat&ym

1 Gellman, S. HAcc. Chem. Re4998 31, 173-180.

vang, D.; Zhang, Y.-H.; Hao, Y.; Wu, Y.-D.; Luo,-®/.; Zhu, N.-Y.Angew. Chem. Int. EQ004 43, 6719-
6722.

18 Zhang, Y.-H.; Song, K.-S.; Zhu, N.-Y.; Yang, Ohem. Eur. J201Q 16, 577-587.
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CHAPITRE | Peptides d’aminoxy acides

L’étude de ces structures a montré que flesninoxy acides ont une plus grande
flexibilité que lesa-aminoxy acides mais que cela n'empéche pas lagfitomde N-O turns
rigides.

II.4. Etude des-aminoxy acides

La synthése d’'un nouveau dipeptide \daminoxy acides (Figure 13) a permis de
tester la capacité de ces nouvelles structurestgefades liaisons hydrogene.
Ph

;’ H)k_/"ﬁ'\_ 0
H M2
/=N F

ll:]__(\ ----Hz N\_‘{

Figure 13.Dipeptide4 dey-aminoxy acides.

Des études spectroscopiques IR et RMN ont permisdetrer la formatiorvia liaisons
hydrogéne intramoléculaires de cycles a 10 chairatre le C=0 d’un résiduet le NH du
résidui + 2, appeléy N-O turn. Sur le dipeptidé, deuxy N-O turns consécutifs peuvent étre
formés et une nouvelle structure en hélice est rubee(Figure 13}° Cette étude a été
complétée en 2008 avec la synthese et I'analyshveesy-aminoxy peptides substitués avec
des groupements phényle, alkyle et cyclohexylel(rléig4)?°

o - 5 o ’*’j
N L "ORS WU WS
M .I‘-. ..-H."

0 “’__. T OY0
;

D--' - o U.--._..x c_.-.._x.‘ o
A DH,K,JHND,H;,_%JLNPY. § LHN,GT;%AN,& Ve
T Mo fpe M @ M T L He o Lo A

Figure 14.Représentation deaminoxy peptides substitués et de leurs liaisgasdgeéne intramoléculaires.

[I.5. Construction de récepteurs d’anions et de canaueades
synthons da-aminoxy acides

Les anions, notamment les ions chlorures qui sast plus abondants dans
'organisme, jouent des réles importants en bi@agien médecine comme la reconnaissance
et le transport dans les processus physiologidues.canaux Clpermettent le transfert des
ions chlorures a travers la membrane cellulaire.dysfonctionnement des canaux dans

¥ Chen, F.; Zhu, N.-Y.; Yang, 0. Am. Chem. So2004 126, 15980-15981.
2 Chen, F.; Song, K.-S.; Wu, Y.-D.; Yang, D.Am. Chem. So2008 130, 743-755.
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'organisme engendre de nombreuses maladies conammucoviscidose, les maladies
héréditaires de calculs rénaux, les épilepsies. ddasequent, la création de systémes
synthétiques permettant de mimer les fonctionsofgigues des canaux ‘Glaturels est la
bienvenue et il est intéressant de développeratepteurs artificiels d’anions.

Les études précédentes sur la longueur des liaisptiogene dans les structures
composées dp**aminoxy acides ont montré que le NH de I'aminoxida est plus acide
gue celui de I'acide aminé, ce qui en fait un demnalus efficace de liaisons hydrogéne
pendant l'interaction avec I'anidi.L’aminoxy acide se présente donc comme un exdellen
synthon pour la construction de récepteurs d’anions

[I.5.a. Récepteurs cycliques d’anions

Les récepteurs cycliques d’anions sont a priors pldaptés que les récepteurs linéaires
car ils sont pré-organisés de maniére rigide. ldes études précédentes (p. 21), il a été
observé que les oligoméres composés d’aminoxy scike configurations différentes
(configurationD et L) ont une conformation qui donnent des N-O turnscha et droite, ce
qui rapproche le C-terminal et le N-terminal ddijomeére da-aminoxy acides. Ceci en fait
donc le candidat idéal a la construction d'un pkptcyclique. Des peptides cycliques
contenant quatre et six unitésiiminoxy acides ont été synthétisés et étudiési(Eif5)>

’\HD_‘I)\EG\/L_] E.OT”\;‘I.U\;J ]

z
|

(S
By

Figure 15.Vues de face et de cbté d’'un tétrapeptide cycligugauche) et d'un hexapeptide cycligug
droite).

3

Ces peptides adoptent une structure symétrique deglais, hightly bracelet-like
conformation). La surface extérieure est plutotl@pe et la cavité intérieure plutbt polaire.
La cavité cylindrique a l'intérieur a un diamétre €1,28 A dans le cas du tétrapeptide, ce qui

ZLLi, X.; Wu, Y.-D.; Yang, D Acc. Chem. Re2008 41, 1428-1438.
2 yang, D.; Qu, J.; Li, W.; Zhang, Y.-H.; Ren, Y.;amMg, D.-P.; Wu, Y.-DJ. Am. Chem. So002 124
12410-12411.
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en fait une cavité trop petite pour étre utile &leeption d’ions. Dans le cas de I'hexapeptide
5, la cavité est de 3,22 A, ce qui en fait un bondadat a la réception de petits ions. Les
études montrent que I'hexapeptide cyclidua une forte affinité pour les ions halogénés et
une haute sélectivité pour les ions. Clion CI” se lie simultanément par liaisons hydrogene
aux six protons NH présents dans la cavité (Figéde

[

Figure 16.Vues de face et de c6té d’'un complexe hexapeptidegue5 / ion CI.

L’hexapeptide cycliqué composé alternativement des-aminoxy acides et de-o-
amino acides a une structure comportant une syané€riLa structure secondaire adopte
alternativement des cycles a 7 chaingrsi(ns) et des cycles a 8 chainoadNCO turns). Cet
hexapeptide cyclique permet non seulement la foomat'un complexe 1 / 1 avec les ions
halogénés mais également une haute sélectivité Boec CI” (Figure 17). Lors de la
formation du complexe, I'anion est lié au réceptear liaisons hydrogene. Dans ce cas, les
liaisons hydrogene ne se font pas avec le NH deidl@a mais plutot avec les trois O-NH (au
vu des valeurs des angles et des distances), caanirent 'importance des aminoxy acides
dans le réceptedr.

o H
Mol |
P g
H e
Oy MH
] 4
|o L"I
o A v | o
Y4 HM ~_NH
= B o __C
0 S
o TN s ST
- H 1_;\_ ___;_'.:l

Figure 17.Structure de I'nexapeptide cycligBeet représentation des liaisons hydrogene entme I et
I'hexapeptide cycliqué.

[1.5.b. Récepteurs acycliques d’anions

Le rendement de synthése pour les peptides cysligoetenant des aminoxy acides
étant trés faible, des peptides acycliques ontété&loppés. Les récepteurs acycliques sont
basés sur une symétrie 61 deux unités d’aminoxy acides sont li€&Bans ces unités, une
partie des NH des liaisons aminoxy amides n'a mapaksibilité de formation de liaisons
hydrogene intramoléculaires, ce qui laisse la bigsi au récepteur de capter des anions
(Figure 18).

Zyang, D.; Li, X.; Sha, Y.; Wu, Y.-DChem. Eur. J2005 11, 3005-3009.
% yvang, D.; Li, X.; Fan, Y.-F.; Zhang, D.-W. Am. Chem. So2005 127, 7996-7997.
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Figure 18. Récepteur pour la reconnaissance d'ions carboxyldtes

En 2005, I'étude a été menée sur le groupemenoxgldie?* une entité anionique de
premiere importance dans la nature. Les enzyméspgps, acides aminés, etc... contiennent
de nombreuses fonctions carboxylates importantesvaau biochimique. La reconnaissance
énantiosélective des carboxylates a des implicatimportantes dans la synthese asymétrique
et la découverte de nouveaux médicaments. Le ®wep(Figure 18) a été synthétisé en cing
étapes avec un rendement global de 70%. L’étudepdmgriétés de reconnaissance du
composér avec les acides (R)- et (S)-mandélique montreofeétion de complexes 1/ 1
mais aussi une distinction des deux énantioméerasv(a des mesures des constantes
d’association : K= 4300 M' pour I'acide (R)-mandélique et.k: 8100 M* pour I'acide (S)-
mandeélique dans le CD4g}I Les tests ont également été réalisés avec eliffercarboxylates,
et la capacité du récepteur a différencier les to@meres d'une large variété d'acides
carboxyliques a été montrée par étude spectroseepiq RMN'H. En effet, lorsque I'anion
est lié au récepteur, les protons des centreswhidas acides (R)- et (S)-mandélique ont des
déplacements chimiques différents, ce qui montrésguont pas le méme environnement
chimique. Cette étude a été menée en présence ld@geg racémiques de divers acides
carboxyliques chiraux (Table 1).
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Table 1.Valeurs des différences de déplacements chimiqus) Entre les protons Hles espéces (R) et (S)
d’acides carboxyliques mis en présence du réceptéur

En 2007, le récepted@ (Figure 19) a été obtenu en cing étapes a patiaidleucine
avec un rendement global de 68%. Afin de montrealzacité de ce compo8é& faciliter le
transport des ions Ch travers les bicouches lipidigues des membrates, liposomes
suspendus dans une solution de chlorure de sodimirét® préparés et les flux de Ght été
etudiés par fluorescence. L’addition du comp®si&ans les liposomes précédemment préparés
induit un rapide déclin de fluorescence, ce quignd que le compos@ transporte bien les
ions CI dans les liposomés.|l représente la plus petite molécule synthétiqapable de
transporter efficacement les ions @ans les membranes plasmiques des cellules vsiante
Cette molécule a donc le potentiel de devenir uneselle téte de série pour le traitement de
maladies humaines associées aux dysfonctionnemesitsanaux Cl

% Li, X.; Shen, B.; Yao, X.-Q.; Yang, 3. Am. Chem. So2007, 129, 7264-7265.
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W/\N/H--o\ﬁ/QH&o--H\N/W/
O&O ~

~N< N
H H O (0]

\7/

Figure 19.RécepteuB pour la reconnaissance des ions Cl

[1.6. Conclusion

Pour résumer, la liaison N-O présente dans les@mipeptides (et non présente dans
les peptides naturels) permet la formation de Nu@ng via des liaisons hydrogene
intramoléculaires, ce qui induit la formation deustures en hélice. Les aminoxy acides se
révélent étre de bons synthons permettant la aagin de mimes de structures peptidiques.
Grace aux difféerents « types » d’aminoxy acide® lange variété de structures secondaires
peut étre envisagée. Les NH des liaisbhexy amides étant plus acides que les NH des
liaisons amides des acides aminés,(p& I'oxyaminex 4,6 comparé au pkde I'amine d’un
acide aminé~ 9)?° les aminoxy acides se révélent étre de meilleunsneurs pour la
formation de liaisons hydrogéne. lls constituensade bons récepteurs d’anions.

% Bissot, T. C.; Parry, R. W.; Campbell, D. HAm. Chem. Sot957, 79, 796-800.
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lll. Utilisation des aminoxy acides

En raison de l'intérét porté aux peptides d’aminaxides et de leur faculté a former
des liaisons hydrogéne et donc de nouvelles steggecondaires, les aminoxy acides ont été
utilisés par d’autres eéquipes, soit pour I'étudendaveaux peptides, soit pour la synthese et
I'étude de glycoaminoxy acides.

[11.1. Peptides dz-aminoxy acides et de carlamino acides

Des peptides hybrides comportantaiaminoxy acide dérivé de I'acide (S)-lactique et
un carboB-amino acide ont été synthétisés et étudiés pagqoie indienne (Figure 26).
Les hexapeptides correspondant forment des héli2éR), assez solide, en raison de la
présence des carlfisamino acides. Il est a noter que deaminoxy acides seuls forment des
hélices 8. Dans ce cas, I'encombrement stérique cdesof-amino acides influence la
structure secondaire et empéche la formatiorude<O turns.

Figure 20. Structure de I'hexapeptide alternantataminoxy acide et un carlfzamino acide, les fleches
représentant les liaisons hydrogéne.

Ces peptides ont ensuite été cyclisés afin d’étuldier comportement envers les
ions?® Le peptide cyclique (Figure 21) forme des N-O $uén8 chainons et montre une
affinité importante avec les anions et notammergcales ions Cl Ces résultats sont
comparables avec les études de Yang effectuédssstétepteurs cycliqués.

Yo

M _,.'D._!"I'EC' O-‘:- e

o’ S0 Ome?
L

Figure 21. Structure du peptide cyclique, les fleches reprgsd les liaisons hydrogéne.

’” Sharma, G. V. M.; Manohar, V.; Dutta, S. K.; Subag.; Kunwar, A. CJ. Org. Chem2008 73, 3689-3698.
%8 Sharma, G. V. M.; Manohar, V.; Dutta, S. K.; SadhB.; Ramesh, V.; Srinivas, R.; Kunwar, A.X.Org.
Chem.201Q 75, 1087-1094.
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[11.2. Les glycoaminoxy acides

Les acides aminés et les sucres sont deux typayrdeons chiraux fondamentaux
présents de facon abondante dans la nature.

Les glycoamino acides, portant une fonction amingne fonction acide carboxylique
ont largement été étudis®* Au laboratoire, dans la continuité des travaudiséa sur les
glycoamino acide¥®la synthése de glycoaminoxy acides (Figure 229 aécemment été
réalisée.

HO,C__O_ONH, NH,O o
7 o\
CO,H

OH

Figure 22.Présentation des glycoaminoxy acides.

lll.2.a. En série glucose

Les fonctions aminoxyle et acide carboxylique coi@été introduites sur le sucre en
série glucose (Schéma®1pfin de former des analogues d'oligosaccharideteanontrer la
possibilité d’obtenir des mimes de glycopeptidesaktir du méthyh-p-glucoside9, le a-C-
allyl glucosidel0 a été synthétisé en trois étapes avec un rendeiteert%. La réaction de
Mitsunobu avec leN-hydroxyphthalimide permet la formation du compdsE et donc
I'introduction de la liaison N-O. La fonction allylest ensuite oxydée en acide carboxylique
via une coupure oxydante et une oxydation de Jones gmnner le compos#&2 avec un
rendement de 60%. La fonction acide carboxyligueeasuite protégée par un estert-
butylique. La fonction aminoxyle est libérée paaaton d’hydrazinolyse pour donner le
produit désirél4 avec un rendement de 77%

ONth

OH
HO O BnO BnO
HO BnO BnO
OH T75% BnO 7%
OMe

9

60%

ONH ONPhth ONPhth

2
BnO Q e BnO BnO
BnO - BnO BnO
BnO 7% 64%

CO,t-Bu CO,t-Bu
14
Schéma 1.Synthése du compos®4. Réactifs et condmons: a) i-NaH, BnBr, DMF, 98%-TMSAIIyI,
TMSOTf, CHCN puis AcO, 70% ; iii- MeONa, MeOH, 100% ; b) PhthNOH, BPBIAD, toluéne, 73% ; c)
0sQ, réactif de Jones, 60% ; dBUOH, DCC, DMAP, CHCI,, 64% ; €) NHNH,.H,O, MeOH, 77%.

29 Schweizer, FAngew. Chem. Int. E@002 41, 230-253.

%0 Gruner, S. A. W.; Locardi, E.; Lohof, E.; Kessler,Chem. Rev2002 102, 491-514.

31 Gervay-Hague, J.; Weathers Jr., T.MCarbohydr. Chen2002, 21, 867-910.

2 Xie, J.Eur. J. Org. Chem2002, 3411-3418.

¥ Xie, J.Carbohydr. Res2003 338, 399-406.

% Durrat, F.; Xie, J.; Valéry, J. Mletrahedron Lett2004 45, 1477-1479.

% Ménand, M.; Blais, J.-C.; Hamon, L.; Valéry, J.;Mie, J.J. Org. Chem2005 70, 4423-4430.
% Ménand, M.; Blais, J.-C.; Valéry, J. M.; Xie,10.0rg. Chem2006 71, 3295-3298.

%" Malapelle, A.; Ramozzi, R.; Xie, $ynthesi®2009 888-890.
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Les synthons formés peuvent ensuite étre engagésdds réactions de couplage afin
de former des oligosaccharides liés par lialNerxy amide et des mimes de glycopeptides.
Les synthonsl2 et 14 sont donc utilisés pour former le disaccharidevia une
réaction de couplage peptidique (utilisation de BERui permet la formation de la liaisbi
oxy amide. Le premier disaccharide lié par liaibboxy amide a ainsi été synthétisé (Schéma
2).

ONPhth
0
BnBOO
n
ONPhth ONH DEPC BnO | 4
o 0> Et,N
BnO BnO THF
BnO + " BnO —_— INH
BnO BnO 71% o)
CO.H CO.t-Bu o)
12 ’ 14 ’ BnO
BnO
BnO

Schéma 2 Synthése du disaccharid.

Afin de montrer qu’il est possible d’envisager yamthese de mimes de glycopeptides,
le glucoaminoxy estet4 est couplé avec la Boc-Gly-OH (Schéma 3). Le ca@f® est
obtenu avec un rendement de 92%.

0]
J\/NHBOC
g

DEPC

0’\(‘)H2 Et,N o
BnO THF BnO 0
BnO + Boc-Gly-OH ——— BnO
BnO 92% BnO
CO,t-Bu CO,t-Bu
14 16

Schéma 3 Synthése du mime de glycopeptidés

[11.2.b. En série ribofuranose

A partir du diacétone-glucosel?, les fonctions aminoxyle et acide carboxylique ont
été introduites respectivement en positions 3 duSucre® L'introduction de la fonction
aminoxyle se faivia une réaction de Mitsunobu. Tout d’abord, la réactntre le composé
17 et le N-hydroxyphthalimide n’a pas fonctionné, sans daneraison de I'encombrement
stérique. Le passage par un mésyfateu par un triflate ne conduit qu'au produit
d’élimination. Le compos&7 a donc été converti et® via un enchainement de réactions
d’oxydation, de Wittig, d’hydroboration et d’hydrglation pour éviter les problemes
d’encombrement stérique. Le comp@€Eest ainsi obtenu apres réaction de Mitsunobu avec
le N-hydroxyphthalimide. Ensuite, la déprotection stecde l'isopropylidéne, la coupure
oxydante, puis I'oxydation en acide carboxyliquelatprotection en estetert-butylique
conduisent au compo24. Enfin la déprotection de I'oxyamine par réactihydrazinolyse
conduit au compos&s qui est engageé dans des réactions de couplagen(ach).

¥ Gong, Y.; Sun, H.; Xie, Eur. J. Org. Chem2009 6027-6033.
% Liu, F.; Thomas, J.; Burke Jr., T. Bynthesi®008 2432-2438.
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o X ]
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\ i o) h ©) g 0]
/O - / )( - O - e)

OE / PhthNO— o PhthNO— o
)< 25 24 23
PhthNO—" o

26
Schéma 4.Synthése du disacchari@®. Réactifs et conditions : a) PhthNOH, RPREAD, THF ou DIAD,
toluéne ; b) i-Oxydation de Collins ; ii-PRICH, ; iii-BH 3, THF ; iv-NaOH 2N, HO, 30%, 58% ; c) PhthNOH,
PPh, DIAD, toluéne ; d) AcOH 75%, 85% ; e) NajCEtOH, HO ; f) NaClGQ, NaH,PO,, CH:CN, HO, t-
BuOH, 84% ; g) GCC(=NH)Q-Bu, CHCl,, BF:.OEb, cyclohexane, 96% ; h) MeNHNHMeOH ; i) 23,
DEPC, EfN, THF, 77% ow3, EDC, HOBt, DMF, CHCl,, 81% ou23, DPPA, DIPEA, DMF, NaHCg 78%.

Afin de synthétiser des oligosaccharides, des i@aide couplage ont été mises en
ceuvre. Diverses conditions ont été testées : EBIOBt, DEPC / EN, DPPA / DIPEA /
NaHCG;. Ces agents de couplage sont des réactifs counaimutigsés dans les couplages
peptidiques. Les premiers dérivés organophosplaegsnés aux couplages peptidiques ont
éte développés par S. Yamaed al. dans les années 1970, notamment I'azoture de
diphénylphosphonyle (DPPA&)et par la suite, le cyanure de diéthylphosphotREEPCY™.
Pour la formation du disacchari@® (Schéma 4), les trois conditions testées donnest d
résultats similaires avec des rendements allam7d& 81%. Aprés réaction d’hydrazinolyse,
le couplage entre le disacchari2Zieet le compos@3 permet la formation d’un trisaccharide
28 (Schéma 5) avec un bon rendement (60-63%).

“0 Shioiri, T.; Ninomiya, K.; Yamada, 8. Am. Chem. So&972 94, 6203-6205.
“yamada, S.-I.; Kasai, Y.; Shioiri, Tetrahedron Lett1973 14, 1595-1598.
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Ot-Bu
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O
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- Ot-Bu /
o Ot-Bu o O)<
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Y] (@] /O
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(@)
\ a \ b (0]
o) —_— 0 —_— e
NH NH

0
o
PhthNO— HNO—" °Y o
0
26 27 \/ )<
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28
Schéma 5Synthése du trisacchari@8. Réactifs et conditions : a) MeNHNHVIeOH ; b)23, DEPC, EsN,
THF, 60% ow3, EDC, HOBt, DMF, CHCI,, 63%.

Pour former des oligosaccharides, la déprotectien I'dster tert-butyligue est
nécessaire mais il faut utiliser des conditionscgsuypour ne pas déprotéger I'isopropylidene.
L'utilisation de 14% de TFA dans du GEl, a 0°C permet la formation du comp@®avec
un rendement de 77%. Ainsi, des pentasaccharB®se{ hexasaccharide81) ont pu étre

obtenus par couplages successifs avec des renderaspéctifs de 40 et 21% (Schéma 6).
Ot-Bu

PhthNO—-"

26 29 E )<
PhthNO—" 'O

30n=3
31n=4
Schéma 6 Synthése du pentasacchar8feet de I'hexasaccharicgil.

PhthNO—"

Ce travaill a montré la possibilité de développer rdmiveaux monomeéres de
glycoaminoxy acides, ces monomeres permettantiaaiton de mimes d’oligosaccharides.

Dans le méme temps, une équipe indiéhna reporté I'étude de courts
oligosaccharides (trisaccharides) formés sur devesux synthons a base de glycoaminoxy
acides, les cig**furanoid sugar aminoxy acid (clsFSAOA) (Figure 23).

(0]

\ o
"0

HO)\S_7 )<
H,N—0 0o

Figure 23.Représentation d’une unité de gis=SAOA.

2 Chandrasekhar, S.; Rao, C. L.; Reddy, M. S.; Sha D.; Kiran, M. U.; Naresh, P.; Chaitanya, G; K
Bhanuprakash, K.; Jagadeesh,JBOrg. Chem2008 73, 9443-9446.
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Le monomere acid85 a été synthétisé a partir du déri8@ déja reporté dans la
littératuré® en 1990 par J. M. J. Tronctettal.(Schéma 7).

><o HO
o) o a b HO c
%J““O " B A
HO 0 PhthNO 0 PhthNO 0 PhthNO
32 33 34 35

Schéma 7 Synthése du compo86. Réactifs et conditions : a) PhthNOH, RADEAD, THF, 59% ; b) LSO,
0,8%, MeOH, 96% ; c) i-NalQ THF-H,0 ; ii-NaClQ,, NaH,PQ,, H,O,, CH;CN.

Ces nouveaux oligosaccharides forment une strustcendaire en forme de ruban.
Les études ont été menées par calcul, par étudés &NR. Elles ont montré la formatioa
liaisons hydrogéne intramoléculaires de cycleschainons entre le NH d’'un résidiet le
C=0 du méme résiduainsi que de cycles a 5 chainons entre le NH Baidui et 'oxygene
endocyclique du sucre du résidhd (Figure 24). Cette géométrie est expliquée par la
contrainte apportée par le sucre.

Figure 24. Représentation des liaisons hydrogéne intramaiéesl et de la structure en ruban formé par les
oligosaccharides.

Cette étude montre l'intérét a apporter aux glydoamy acides. De nouveaux
synthons pourront ainsi étre développés pour déeistructures secondaires intéressantes.

[11.3. Objectifs

Dans la continuité des travaux réalisés au labweatur les glycoaminoxy acides en
série glucose, nous envisageons de développerudeaox mimes de glycopeptides a partir
de C-allyl glycoside en introduisant les fonctions aoxyle et acide carboxylique sur la
chaine anomérique du sucre. D’autre part, danomdinuité des travaux réalisés en série
ribofuranose, nous envisageons de développer deleasides aminoxy acides puis des
oligonucléosides liés par liaistroxy amide. Afin de comprendre I'intérét de la @egiion
de nucléosides modifiés, nous allons tout d’abésiimer les modifications déja étudiées au
niveau des nucléotides et des oligonucléotidess paus présenterons les travaux effectués
sur les nucléosides aminoxy acides.

3 Tronchet, J. M. J.; Zosimo-Landolfo, G.; Gallandrira, G.; Dolatshahi, NCarbohydr. Res199Q 204, 145-
156.
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CHAPITRE Il Introduction

l. Introduction

En 1868, le biologiste suisse Miescher découvradedes nucléiques dans les noyaux
cellulaires. Il en tire d’ailleurs leur nom du katiucleus noyau. Les acides nucléiques sont
des molécules d’origine naturelle qui jouent ure f@indamental dans la vie et la reproduction
des cellules animales, végétales et microbiennes. dcides nucléiques sont présents non
seulement dans le noyau des cellules mais aussildan cytoplasme. Leur structure a été
élucidée plus tard avec les travaux initiateuri&dssel (découverte des quatre bases azotées
de 'ADN) a partir de 1882 jusqu’'a ceux de Levemel®27. Il existe deux types d’acides
nucléiques : I'acide désoxyribonucléique (ADN), gmét essentiellement dans le noyau des
cellules, et I'acide ribonucléique (ARN), présengjamitairement dans le cytoplasme des
cellules. C’est dans la synthése des protéinepostgpde la plupart des activités biologiques,
gue I'ADN et 'ARN jouent un réle essentiel. L’ADNenferme également le patrimoine
héréditaire de chaque individu et le code génétipprmettant a chaque cellule « mére » de se
diviser en deux cellules « filles » en tous poidentiques.
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[I.  Présentation des nucléosides, de 'ADN et des virus

[1.1. Nucléosides et nucléotides : définition et strucgur

Les acides nucléigues sont de trés longues mokcalgpelées polynucléotides,
formées par un enchainement de nucléosides.

Du point de vue structural, les nucléosides samgsbciation par une liaisghN-
glycosidique d’'une base azotée (purique ou pyriguie) et d’'un sucre (le ribose pour 'ARN
ou le 2-désoxyribose pour I'’ADNY. Cette liaison est formée entre I'azote en posifictes
pyrimidines ou I'azote en position 9 des purineteatarbone en position 1’ du sucre (Figure
25). La base est en positifin c’'est a dire gu’elle se situe au dessus du placytle. Les
bases puriques (adénine, guanine) et pyrimidigog®gine, thymine dans 'ADN, uracile
dans I'’ARN) peuvent étre abrégées respectivemem\p@, C, T, U, tandis que I'abréviation

B ou Base est utilisée dans le cas général.
Bases puriques

NH, O
7 N 6 N
Glucides 1;?[7 B\> H)Nijé[%>
N 4 9 3 9
NT N HNT N7 N
; ; Adénine, A Guanine, G
OH OH OH Bases pyrimidines
Ribofuranose 2'-Désoxyribofuranose O O NH,
HN3 4 5 HN3 4 5 N 3/4 5
i, d e Je, ]
@) N @) N (0] N
Uracil, U Thymine, T Cytosine, C

Figure 25. Structure générale des nucléosides.

Un nucléotide est un nucléoside portant un ou elusi groupements phosphate sur
une des fonctions hydroxyle du sucre. Dans la riéjdes cas, le groupement phosphate se
positionne en position 5’ du sucre (Figure 26).

?H ?H
O=P—0 O=P—0
| B | B
OH @) OH 0]
OH OH OH
Ribonucléotide 2'-Désoxyribonucléotide

Figure 26. Structure générale des nucléotides.

Les oligonucléotides sont des macromolécules gsulteént de I'enchainement de
plusieurs nucléotides, reliés entre eux par unéolim 3',5-phosphodiester. Un seul
groupement phosphate réunit deux nucléotides ameg estérifiant d’une part, I’hydroxyle
en position 3’ du premier nucléoside, et d’autret,pghydroxyle en position 5’ du second
nucléotide (Figure 27).

“4 Miller, P. S.Bioconjugate Cheni99Q 1, 187-191.
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v 9
o=p~0 B 0=pP—0 B
0 ®) o 0
(ID OH (|)
o=p-o o=p-o_
O O 07 O
9 oH ..
Oligoribonucléotide Oligodésoxyribonucléotide

Figure 27. Structure générale des oligonucléotides.

[1.2. L’ADN et I'ARN : structure et fonction
I1.2.a. Structures de 'ADN et de 'ARN

L’ADN est donc un enchainement d’'un grand nombreaéotides reliés entre eux
par des liaisons phosphodiester. En 1953, Wats@riek**’ ont élucidé pour la premiére
fois la structure de 'ADN & partir de I'observatides travaux de Franklin et Wilkif&* Ils
ont montré que I'ADN est un polymeéere linéaire forng@ deux brins hélicoidaux,
antiparalleles et complémentaires, reliés par @désohs hydrogéne formées entre les bases
azotées (Figure 28).

Groupe
Phosphate

Figure 28. Structure de 'ADN.

“SWatson, J. D.; Crick, F. H. Glature1953 171, 737-738.
“6\Watson, J. D.; Crick, F. H. Glature1953 171, 964-967.

7 Crick, F. H. C.; Watson, J. [Proc. Roy. Soc. (A)954 223 80-96.
8 Franklin, R. E.; Gosling, R. Q\cta Cryst.1953 6, 673-677.

49 Fuller, W.Nature2003 424, 876-878.
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Les deux squelettes pentose-phosphate sont |lexaiséles bordures extérieures de
I'hélice tandis que les bases azotées se fontdadatérieur et s’apparient par des liaisons
hydrogene maintenant ensemble les deux brins. hiadéest appariée a la thymine par deux
liaisons hydrogene tandis que la guanine et lasoytosont liées par trois liaisons hydrogéne
(Figure 29).

H
—H--e o) N o -
</N Sy-hy ) R™  NHeeeee N7\
_ >—N\ N PN
s N o R N—H---0 L
R H
AT o

Figure 29. Appariement des bases nucléiques.

Cet appariement spécifique est lié au fait qudiésons hydrogene ont des distances
et des géométries bien déterminées. En effet, da@ment de deux purines occuperait un
volume trop grand pour permettre la formation d’'umélice réguliére alors que deux
pyrimidines seraient trop éloignées pour former liisons stables. L'exactitude de cette
regle d’appariement entraine une complémentaritée des séquences de bases de deux
chaines associées. Ceci a pour conséquence darrient sens opposé les deux chaines
polynucléotiques (brins antiparalléles).

En 1953, Watson et Crick pensait improbable I'exise d’'une structure similaire a
I'’ADN dans laquelle le ribose remplacerait le désibose®® Cependant, peu de temps apres,
en 1956, Rich et Davies ont découvert la structaréélice de I’ARN en associant deux brins
simples™ Il existe cependant quelques différences struletsiravec la double hélice d’ADN.
En effet, la structure hélicoidale de 'ADN se caéaise par son axe principal, le sens
d’enroulement et le pas. Du fait de la positior’dee au centre de chaque paire de base et de
leur attachement dissymétrique sur le squelettgpbesphate, deux sillons d’ouverture et de
profondeur différentes vont alterner sur les fladeda double hélice : le petit sillon (m) et le
grand sillon (M) (Figure 30). Au niveau des sillpfess bases sont visibles et la conformation
des sillons permet la lecture de 'ADN, ce qui #ignque les protéines reconnaissent les
bases a l'intérieur des sillons.

Figure 30.Vue du petit (m) et dugrand (M) sillon dans laresentation de I'’ADN forme B.

%0 Rich, A.; Davies, D. RJ. Am. Chem. So956 78, 3548-35409.

42



CHAPITRE Il Nucléosides, ADN et virus

Plusieurs structures de la double hélice ont ésemiées (Figure 31). La premiere est
la forme B correspondant au modéle trouvé par WiagsdCrick. L'ADN de forme B est le
plus abondant au niveau biologique, car il est las pstable dans les conditions
physiologiques. Il se caractérise par un enroulérdenit, un pas de 3,4 nm, dix paires de
base par tour, et la rotation du plan des bas8&de

ADN A ADNEB ADNZ

Figure 31.Les différentes formes de 'ADN.

Lorsque I'humidité est faible et que la salinité fste, 'ADN se présente sous la
forme A. Dans ce cas, I'hélice est droite (commesd@ADN B), mais plus compacte (pas de
2,8 nm, onze paires de base par tour) et la rotadio plan des bases est de 33°. Cette
structure est trouvéa vivo dans I'’ADN de certaines spores bactériennes, fesne@ réponse
a la dessiccation du milieu et dans les hybridetNARN qui se forment transitoirement a
'amorce de la réplication et pendant la transmipt

Une troisieme forme dite Z se différencie par dékchs qui tournent vers la gauche.
Cet ADN de gauche n'est pas limage dans un mid®r TADN de droite. Il a une
conformation différente de la forme B. Le squelstiere-phosphate prend une disposition en
zigzag (d’ou le nom qui lui a été donneé) ; I'héliest plus allongée et moins torsadée que
'ADN B, et l'intervalle entre les paires de bas& &gerement supérieur (pas de 4,5 nm,
douze paires de base par tour). La forme Z peeta@toptée par des séquences qui ne sont pas
strictement des séquences pyrimidique-purique relesr. Par exemple, I'hexanucléotide
MCGAT™CG, contenant deux 5-méthylcytosif€q), cristallise sous forme d’ADN Z. On
pense que la méthylatian vivo de la cytosine en position 5 favorise le changdndenla
forme B en Z. En effet, ces groupes méthyle hydobpk formeraient des saillies a la surface
de 'ADN B, ce qui dans I'environnement aqueux dangl sillon déstabiliserait sa structure.
Dans la forme Z, ces mémes groupes méthyle peusantontraire, créer une petite zone
hydrophobe stabilisante. Certaines régions spéafigle 'ADN cellulaire sont probablement
de forme Z, les autres étant essentiellement daddd. Comme la méthylation a un rdle de
régulation de I'expression des geénes, 'ADN Z paiirpar sa présence contribuer a la
régulation de I'expression de I'information génégq

En ce qui concerne 'ARN, la chaine d’ARN simplénbiorme une structure en tige
boucle. La tige correspond a la partie ou les mtitlés sont appariés et forment des hélices
dont la conformation est proche de celle de |la @onétion A de 'ADN : les groupements
hydroxyle en 2’ des riboses s’opposant a un ennoeite de type B. La boucle correspond a la
partie ou les nucléosides ne sont pas appariéatatipent a un motif d’épingle a cheveux qui
stabilise la structure (structure en tige boudteggure 32).
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Figure 32. Schématisation de la structure tige-boucle de NAR

La double hélice d’ARN a une conformation de typetAa différence essentielle avec
I’ADN est que le petit sillon est plus large quegland sillon. Dans la double hélice d’ARN,
le petit sillon est large et peu profond alors gugrand sillon est étroit et trés profond (Figure
33). Pour cette raison, I'ARN est reconnu de mandififérente de 'ADN par les protéines.

Figure 33Vue du petit (m) et du grand (M) sillon dans larésgntation de ’ARN de forme A.

Trois caractéristiques permettent de différenci&fDN et 'ARN. Tout d'abord,
comme les initiales « ADN » l'indiquent, I'ose cdiigant 'ADN est le 2’-désoxyribose, et
celui constituant I'ARN est le ribose. Ensuite, leses constituant les nucléotides de 'ADN
sont I'adénine, la guanine, la cytosine et la tmgniDans I'ARN, l'uracile remplace la
thymine. Par ailleurs, 'ADN est formé de deux Brithe nucléotides alors que I'ARN est le
plus souvent monobrin.

[I.2.b. Les étapes de réplication, transcription et tradudbn

L'’ADN et 'ARN sont les dépositaires moléculaireg dlinformation génétique et
établissent le scénario de tous les événement®daipant dans une cellule. Chaque protéine
et donc chaque constituant cellulaire résulte dimf@mation programmée dans la séquence
nucléotidigue de I'ADN. Pour cela, plusieurs étapadgrent en jeu: la réplication, la
transcription et la traduction.

La réplication consiste a créer une copie de I'ABfM de créer des cellules filles
identiqgues aux cellules meéres. La réplication eshisonservatrice, c’'est a dire que la
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molécule mére donne un de ses brins a chaque nwld®) qui est complété par une chaine

nouvellement synthétisée. Le processus de rémitaiecessite une ouverture du double brin
d’ADN. La réplication démarre a l'origine de rég@imon qui se situe dans une zone riche en
adénine et thymine (peu stable), ce qui permetparation des deux brins d’ADN par rupture

des liaisons hydrogene entre les bases (FigureL@4processus de réplication est ensuite
effectué grace a une enzyme, 'ADN polymérase.

Double hélice : Réplication
de I'ADN parental semi - conservative
= p Double hélice
=3 I I'A
Ripllcn'rim_f_g‘-_:-‘. A de I'ADMN parental

\\‘ c

Figure 34.Réplication de 'ADN.

La transcription est le passage de 'ADN a I’ARNg{ife 35). Dans un double brin,
un seul porte le message génétique signifiant lgosynthese des protéines, c’est le brir-b’
3’ appelé brin sens. L'autre brin, le brin matricemplémentaire du brin sens, permet la
synthése de 'ARN, complémentaire au brin matricgomc identique en version ARN au brin
sens. Le passage par 'ARN est indispensable gnthése des protéines. La transcription se
fait grace a une enzyme, I’ARN polymérase qui se §ur 'ADN et en permet I'ouverture.

La traduction consiste, a partir de 'ARN messa@éRNm) contenant une séquence
nucléotidigue composée de codons (association dis tmucléotides), a définir et a
polymériser entre eux des acides aminés formaptdgine. Cette étape de traduction est

assurée dans le cytoplasme grace aux ribosomasé€r3§).

DOrlA
malecube

Tn:mawmu
=+ 0 1
a o o ol | gl | & |
v U Gl L) G a c U e
mAMA 5 [ ,g. GV saslen 4
| Codon
TRARSLATION ¥ ¥ ¥ ¥
hd A, s | oF
Protein TPl S s
& &= @8
Amind scid

Figure 35. Etapes de transcription et de traduction.
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La compréhension de ces mécanismes permet ensuitentprendre le mode d’action
des nucléosides modifiés se révélant étre desagarapeutiques intéressants.

[1.3. Geénéralités sur les virus

Les virus sont omniprésents sur la Terre et ilg adiorigine de nombreuses maladies
chez les étres vivants.

[1.3.a. Définition et structure d’un virus

En 1957, A. Lwoff* a défini les virus de la maniére suivante.
Un virus est une entité potentiellement pathogéirstement intracellulaire, ayant
une phase infectieuse qui :
- ne posséde qu'un seul type d’acide nucléique,
- se reproduit a partir du seul acide nucléique feses étres se reproduisent a
partir de la somme de leurs constituants),
- estincapable de croitre et de suivre des dividiomaires,
- n‘a aucune information génétigue concernant lesyraps du métabolisme
intermédiaire,
- utilise des structures de la cellule-héte et spémiant les ribosomes pour sa
multiplication.
Un virus n’infecte pas toutes les especes. En,eféetains virus n’infectent qu’un héte
(par exemple, I'hépatite B et la rougeole n’infedtque I'Homme) et certains virus infectent
plusieurs hétes comme le virus de la rage infeotarime, le renard, le chien, le chat...
Chez un animal, un virus n’infecte généralementuquseul type cellulaire. Par
exemple, le virus de I'hépatite B infecte le faielui de la rage les neurones.

Un virus est un agent infectieux trés simple, dgbar une structure se résumant a
deux ou trois éléments, selon les virus. Ces él&rsant la capside qui contient le matériel
génétique sous forme d’ADN ou d’ARN, une ou quekjarzymes, et parfois une enveloppe
(Figure 36).

acide nucléique (ADN ou ARN)

capside protéique protégeant l'acide
nucléique

enveloppe

spicules (permettant au virus de se
fixer sur les cellules et d'y penétrer)

Figure 36.Structure générale d’un virus.

La capside est une structure protéique dans laglestiénome est protégé. Elle a une
conformation géométrique qui, selon les virus, st tubulaire, soit polyédrique. Le virus
utilise un nombre minimal de genes pour constitette capside formée de plusieurs unités
répétitives (les protéines de capside). La capsidege le virion lorsque celui-ci se trouve a
'extérieur. Dans le cas d’un virus nu (sans enppéd), c’est elle qui porte les déterminants
viraux qui se lient spécifiguement a des récepteslsilaires. La capside de certains virus
peut étre entourée d’'une enveloppe de méme napistejie que les cellules infectées. Cette

1 Lwoff, A. J. Gen. Microbiol1957, 17, 239-253.
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enveloppe porte alors les déterminants viraux (giyatéines...) qui se lient aux récepteurs
cellulaires de maniere spécifique. Apres fixatiax aécepteurs de la membrane cellulaire,
'enveloppe peut fusionner avec cette membrane etmettre l'introduction de la
nucléocapside dans la cellule. La présence ou eofedveloppe regle en grande partie le
mode de transmission des virus.

[1.3.b. Multiplication des virus

La simplicité extréme des virus les empéche de skiptier par eux-mémes. Pour
cela, ils doivent pénétrer a lintérieur d'une ol ou se trouvent la matiére premiére, les
sources d’énergies et les enzymes nécessairesmalltplication virale. Ainsi, la cellule
(cellule héte) va permettre au virus de se muéipkselon le procédé de la réplication.

Le cycle de multiplication du virus se divise enatje étapes (Figure 37):
'attachement du virus a la cellule héte, la péatéin dans la cellule avec ou sans
décapsidation, la réplication des génomes virawengh la libération (assemblage du virus et
sortie de la cellule).

L’étape d’attachement commence par I'entrée enacbrtu virus et de la cellule. Le
virus reconnait des molécules (protéines, sucmades complexes) situées a la surface de la
cellule et se lie a elles par des liaisons non leoves.

Extracellular

fluid Cell

membrane

Host cell

Nucleus

Nuclear
membrane

Early
region
mRNA Leite

Capsid
proteins

Figure 37.Représentation du cycle de multiplication du viflmsméro 1 : I'attachement, numéro 2 a 3 :
pénétration dans la cellule, numéro 4 a 10 : laag&on, numéro 11 a 13 : la libération).

La pénétration dans la cellule peut se faire ds fegons différentes (Figure 38). Pour
les virus enveloppés, le plus courant est la fugsioecte entre I'enveloppe virale et la
membrane cytoplasmique (cas du VIH). L'entrée paugsi se faire par endocytose, un
endosome se forme et libére ensuite le virus dansllule. Les structures virales a l'intérieur
de la cellule sont ensuite dégradées, a I'exceplipgénome qui, débarrasseé de la capside, se
trouve libére.
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Fusion directe entre membranes virale et cellulaire

Uncoating

Cytoplasm

Endosome

{ . 7
Endocytose des virus non enveloppés

\"&/A\,-j"
7 U

— >

b I Docking onto
Cytoplasm End nuclear
ndosome
membrane Nucle
us

Figure 38.Etapes d’entrée du virus dans la cellule.

La cellule va donc produire des virus, il s’agit tétape de réplication. Plus
précisément, le génome viral, les protéines viratdss protéines de capside vont étre copiés.
Le mécanisme de la réplication varie selon querles\soit a ADN ou a ARN.

La derniere étape est la libération. Les nouveagnomes viraux fabriqués par la
cellule s’entourent de nouvelles protéines viragalement fabriquées par la cellule. Cet
emballage est I'encapsidation des génomes qui élzola formation de nouveaux virus. Ces
nouveaux virus sont relargués hors de la cellule g@atement pour les virus nus, par
bourgeonnement pour les virus a enveloppe.

Parmi les différents virus existants, notre attemts’est portée sur le VIH (virus
d'immunodéficience humaine), qui est a l'origine 8IDA (syndrome d'immunodéficience
acquise), maladie décrite pour la premiére foid @8il.

I1.3.c. Le virus du SIDA

Le SIDA est la conséquence de la destruction dtesyesimmunitaire humain par un
rétrovirus, le VIH. Les premiers signes de I'épid@memontent a la fin des années 1970. Le
VIH a été identifié au début des années 80 pawif de Luc Montagniéf a I'Institut
Pasteur. Deux virus sont en fait responsables DA Sle VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-1 est le
plus virulent et le plus facilement transmissilll@st la source de la majorité des infections a
travers le monde. Le VIH-2 est surtout présent &igée de I'ouest.

*2 Barré-Sinoussi, F.; Chermann, J. C.; Rey, F.; NtgeM. T.; Chamaret, S.; Gruest, J.; Dauguet,ARler-
Blin, C.; Vézinet-Brun, F.; Rouzioux, C.; Rozenbgui; Montagnier, LSciencel983 220, 868-871.
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Le VIH-1 est un lentivirus composé de deux copiddRdN simple brin fermées dans
une capside conique, qui est entourée par une na@@lplasmique. Les enzymes contenues
dans le virus sont la transcriptase inverse, Kjrdaée et la protéase (Figure 39).

Capside

Gouche lipidique

Enveloppe —
Glycoproteine de surface

Enveloppe
Glycoproteine transmembranaire

Figure 39. Structure du VIH.

L’entrée du VIH dans la cellule se fait par attankeat aux récepteurs CD4 par le biais
des glycoprotéines gpl120 présentes a la surfacaridm. Ensuite, la transcriptase inverse,
découverte par H. M. Temin et D. Baltimorepermet le passage du brin ’ARN en ADN
double brin. L’ADN viral ainsi synthétisé entre dafe noyau de la cellule et est alors
incorporé dans le génome de la cellule héte. Dansioes conditions, le génome viral est
inactif et dans d’autres le virus est transcris'eixprime par le biais de deux ARNm qui
aboutissent a la synthése de trois protéines. Ce®ipes sont ensuite clivées par des
protéases pour aboutir aux différentes protéineales qui sont ensuite assemblées pour
former un nouveau virion (Figure 40).

T e N I.e cycle du VIH

I|IJI1I.H.|I('HIE1'II {2y pénétration

ARM
Riversefiranseripie

. . ﬂ
— AT
l-lllnml:ripljm
e et fntégration Proffas '\ -
— =

N L5 braduetipa /
Lymphocyte T4
—

Figure 40.Le cycle de multiplication du VIH.

Les traitements contre le virus du SIDA existentianae sont pas des traitements
curatifs. Ills permettent une réduction du nombrevidens dans le sang. Les médicaments
utilisés sont souvent, dans le cas des virus, m@sgues de nucléosides.

53 Temin, H. H.; Baltimore, DAdv. Virus Resl972 17, 129-186.
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lll.  Nucléosides et analogues

Les analogues de nucléosides utilisés en chimrapléatique présentent une structure
proche des nucléosides purigues et pyrimidiguesoni les éléments constitutifs de ’ADN
et de 'ARN. Grace a leurs roles biologiques esskmtils peuvent posséder de nombreuses
propriétés antivirales, antibactériennes, antitu®srou encore anticancéreuses. La recherche
dans ce domaine a conduit a de hombreuses modlifisgbortant sur la base et / ou le sucre
des nucléosides naturels. A ce jour, plus de 40icagtbnts possédant une structure
nucléotidique ont été mis sur le marché. Ces anawde nucléosides peuvent étre classés de
deux manieres différentes, soit suivant la strgctigs nucléosides, soit suivant les maladies
contre lesquelles ils sont actifs.

lll.1. Mode d’action des analogues de nucléosides

Les analogues de nucléosides sont des composésdsimpg traversent la membrane
cellulaire a l'aide de transporteurs nucléosidiqués subissent, par le biais d’enzymes
spécifiques, plusieurs étapes de phosphorylatipe@ient ensuite étre actifs. lls peuvent agir
de trois fagons différentes contre les infectioinales :

- comme inhibiteurs de la transcriptase inverse epéemant la « reproduction » du

virus (dans le cas du VIH par exemple)

- comme inhibiteurs de ’ADN polymérase (dans ledas$’herpes par exemple)

- comme inhibiteurs de 'ARN réplicase ou de 'ARNIynérase ARN dépendante

(dans le cas de I'hépatite C par exemple).

Dans le cadre d’'une activité anticancéreuse, leteasides modifiés et phosphorylés
exercent une activité cytotoxique par interactiorecales enzymes du meétabolisme des
nucléotides physiologiques en perturbant leur fionciement ou par incorporation dans les
chaines d’ADN et ARN en provoquant des erreurs. @&nomenes induisent la mort de la
cellule par apoptose. Dans le cadre d’'une actaitidvirale, les dérivés di- et triphosphates
s’integrent dans ’ADN ou I’ARN viral et jouent Iéle de terminateurs de chaine.

I11.2. Les T analogues

Un des premiers analogues de nucléosides possadant activité antivirale
intéressante fut Ia-D-2"-désoxy-5-iodouridin@®6 (IdU). Mise au point par W. Prusoftc’est
un nucléoside a base modifiée (Figure 41). Ce caem@oéte utilisé dans le traitement de
certaines infections herpétigues mais son utiisati'a pas été poursuivie a cause de son
mangque de sélectivité et des effets secondairelerables en utilisation systématique.

0
| 0
\ElkNH N
Lo 8
\I/o\’,\' N” “NH,
OH

IdU 36 Acyclovir 37
Figure 41.Structure chimique de I'ld36 et de I'’Acyclovir37.

** Prusoff, W. HBiochim. Biophys. Acta959 32, 295-296.
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L’acyclovir 37 est le premier antiviral bien toléré, mis au pgiat G. Elionet al>>®’
en 1977. Ce nucléoside non naturel a une struaoyelique, c’est a dire que le cycle
furanose est supprimé (Figure 41) et donc la straatst dépourvue de 3’-OH, ce qui en fait
un terminateur de chaine. L'efficacité et la sélitét de cet antiviral a provoqué un
engouement sans précédent pour la recherche deeawouwnucléosides modifiés, afin de
tenter d’obtenir une molécule beaucoup plus aatv@epourvue de toxicité. La recherche de
nouveaux dérivés a conduit & de nombreuses fantéedérivés nucléotidiques (Figure 42),

nous allons maintenant en développer quelques unes.
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Figure 42.Principales familles de dérivés nucléosidiques.

* Elion, G. B.; Furman, P. A.; Fyfe, J. A.; De Migm P.; Beauchamp, L.; Schaeffer, HPdoc. Natl. Acad.

Sci. USAL977, 74, 5716-5720.

% Schaeffer, J. H.; Beauchamp, L.; De Miranda, RonEG. B.; Bauer, D. J.; Collins, Rature1978 272, 583-

585.

> Furman, P. A.; St. Clair, M. H.; Fyfe, J. A.; Rals, J. L.; Keller, P. M.; Elion, G. Bl. Virol. 1979 32, 72-77.
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[11.3. Les nucléosides a base modifiée

Les bases présentes dans I'ADN et 'ARN codentfdlimation génétique. Elles
forment des liaisons hydrogene entre elles, peemetta stabilité de 'ADN et peuvent
interagir avec les enzymes. Le développement d&osides a base modifiée est donc un
vaste domaine de recherche dans lequel les maddfisapeuvent prendre diverses formes,

allant d’'une simple addition d'atomes a la substtu de certains atomes voire au
changement de la base entiere par un autre hétéeocy

La modification la plus fréquemment apportée ssrdases pyrimidiques consiste a
introduire sur leur noyau un ou plusieurs substitsaComme nous venons de le voir, I'ldU
36 (Figure 41) fait partie de cette famille. D’autrezemples, comme la 2’-désoxy-5-
trifluorométhyluridine38 (TFT),>® la 2'-désoxy-5-éthyluridin®9 (EdUY*** et la 2’-désoxy-
5-propyluridine 40°2 ont montré des propriétés contre le virus de pker(HSV). La 5-
bromovinyl-2’-désoxyuridinet1 (BVDU)®® quant & elle, est employée dans le traitement du
Virus Varicelle-Zona (VZV) et contre I'herpés depgy1 (HSV-1F* Sa sélectivité est due au
fait qu’elle est phosphorylée spécifiquement pahjanidine kinase du virus, suivie par une
interaction avec ’ADN polymérase virale.

Br
o 0 o o
F.C |
| A B [ NH e
HO /§ HO /§ HO /§ HO /K
N" o N~ o
N" o N" o
0 0 o o
OH OH OH OH
TFT EdU BVDU
38 39 40 41

Figure 43. Structures chimiques de nucléosides a base pydmednodifiée.

En ce qui concerne les nucléosides a base puriquiée, plusieurs molécules ont
été mises sur le marché dans les années 1980-90exBmple, la cladribinel2 et la
fludaribine43 (Figure 44) ont une structure similaire a 'adénest a la 2’-désoxyadénosine
mais elle comporte un halogéne en position 2 d&®, respectivement un chlore et un fluor.
Ces molécules sont utilisées dans le traitementadeucémie & tricholeucocyf@squi se
caractérise par une accumulation anormale de lyoyés B.

8 Kaufman, H. E.; Martola, E.; Heidelberger, &kiencel 964 145, 585-585.

%9 Shapira, JJ. Org. Chem1962, 27, 1918-1919.

€9 Swierkowski, M.; Shugar, DQl. Med. Chem1969 12, 533-534.

®1 Davis, W. B.; Oakes, J. E.; Taylor, J. Aatimicrob. Agents Chemoter978 14, 743-748.

2 De Clercq, E.; Descamps, J.; ShugarAbtimicrob. Agents Chemotelr978 13, 545-547.

% De Clercq, E.; Descamps, J.; De Somer, P.; Bai,;Rones, A. S.; Walker, R. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1979 76, 2947-2951.

% De Clercq, EBiochem. Pharm2004 68, 2301-2315.

% Robak, T Cancer Treat. Re\2006 32, 365-376.
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Figure 44. Structures chimiques de nucléosides a base puniguaiiée.

On trouve également des analogues C-nucléosidiquie$a partie glycosidique est
reliée a la base par une liaison C-C a la plada tlaison C-N. Ces composés ont I'avantage
de résister a I'hydrolyse chimique et enzymatique grand nombre de dérivés C-
nucléosidiques sont des composés naturels. Panil@wpseudouridinel4®® posséde une
base pyrimidique dont 'atome d’azote en positioest déplacé en position 5 (Figure 45).
Toutefois, cette molécule ou ses analogues n'ositegprimé d’activité biologique suffisante
pour étre utilisés & un niveau thérapeutique. lawvslomycine45®’ a également été isolé de
I'’ARN et c’est un antibiotique naturé.

o] H,N
X N 0
HN™ “NH N —
HO N o HO N o HO S N
o] @] o]
OH OH OH OH OH OH
Pseudouridine Showdomycine Thiazofurine
44 45 46

Figure 45. Structures chimiques d’analogues C-nucléosidiques.

Ainsi, de nombreux dérivés C-nucléosidiques ont éé¥eloppés ces derniéres
année$? Parmi eux, quelques uns possédent des activitbgirales et anticancéreuses
prononcées. Par exemple, la thiazofurt@®’* posséde une base avec un motif thiazole
(Figure 45) et est un puissant agent cytostafforéeemment approuvé pour le traitement de
la leucémie myéloide chronique. D’autres compotsds,que la formycine et ses dérivés qui
présentent des bases C-puriques (Figure 46), ortildédes propriétés antibiotiques et
cytotoxiques’® Les formycines agissent en inhibant la purine éngitle phosphorylase et les
nucléosidases (enzymes capables de catalyser lamg@ésition par hydrolyse des
nucléosides), ce qui leur confére un caractérentieteement antitumora*
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155.
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OH OH OH OH OH OH
Figure 46. Structures chimiques de dérivés formycines.

Des nucléosides possédant un noyau triazole aatze e la base ont également été
développés. Le noyau 1,2,3-triazole a I'avantagpadséder un haut moment dipol&iret se
révéle capable de participer a la formation desdias hydrogene et d’interactions de type
stacking’”® Il est particulierement stable aux conditions esjdbasiques, oxydantes et
réductrices, par une forte stabilisation aromatigtesuggere une bonne résistance aux
dégradations métaboliquésCet hétérocycle se révéle donc étre un bon cangilar une
utilisation comme base nucléosidique modifiée plus, utilisation de la cycloaddition 1,3-
dipolaire CuAAC entre un azoture et un alcyne pérore acces rapide aux bases 1,2,3-
triazole.

La ribavirine 47, découverte en 1972, est active a la fois suviles a ADN et a
ARN, et principalement sur I'hépatite ‘€Elle est de nos jours utilisée dans le traitenaent
ce virus malgré la présence d’effets secondaiessitnportants?

En 2003 puis en 2005, des analogues carbocycligoiesété synthétisés par I'équipe
de L. A. Agrofoglio®*®! Les composéd8 et 49 et le dérivé phosphoniqusd (Figure 47)
montrent des activités antivirales respectives4jel2 et 34M sur le VIH-1.

R. Benhidaet al®® ont développé des nucléosides 2'-désoxyribosyles fbosyles
possédant une base 1,2,3-triazole substituée parh@dénes lipophiles ou des aromatiques. Le
compose ribosyl&1 (Figure 47) présente des activités inhibitricepeesives de 44, 50 et 56
uM sur des cellules cancéreuses L1210, Molt4/C8MC

> Bourne, Y.; Kolb, H. C.; Radlc, Z.; Sharpless,B; Taylor, P.; Marchot, FProc. Natl. Acad. Sci. US2004
101, 1449-1454.
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G.; Sharpless, K. B.; Elder, J. H.; Fokin, V.Ahgew. Chem. Int. EQ00G 45, 1435-1439.
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9 Lindhal, K.; Stahle, L.; Bruchfeld, A.; Schvardz, Hepatology2005 41, 275-279.

8 gsaito, Y.; Escuret, V.; Durantel, D.; Zoulim, B¢hinazi, R. F.; Agrofoglio, L. ABioorg. Med. Chen2003
11, 3633-3639.

8 Joubert, N.; Schinazi, R. F.; Agrofoglio, L. Retrahedror2005 61, 11744-11750.
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Figure 47.Exemples de nucléosides possédant un triazolplada de la base.

l11.4. Les nucléosides a structure ribosyle modifiée

En plus de la modification des bases, la recherslst aussi orientée sur la
modification de la partie sucre des nucléosidesplus connu des nucléosides de ce type est
sans doute 'AZT52. Il est modifié en position 3’ du sucre avec upaction azoture a la
place de I'hydroxyl&” et il a été le premier agent antirétroviral testétre le VIH® Il agit
par inhibition du fonctionnement de la transcript@isverse. Une fois transformé en dérivé
triphosphate, il est incorporé dans I’ADN viral dartranscriptase inverse et comme il ne
possede pas de fonction hydroxyle libre, il ne peag étre phosphorylé, ce qui bloque le
processus de réplication et la production d’ADNaMiP®” L’AZT 52 est employé dans les
trithérapies contre le VIH et a encouragé les resttess vers d’'autres modifications de la
structure ribosyle.

O
| NH
o
N3
AZT
52

Figure 48. Structure chimique de 'AZ52.
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La découverte de I'AZT a conduit a la synthése dembreux 2',3'-
didésoxynucléosides potentiellement actifs, notantmemme agents anti-VIE.Parmi eux,
la 2',3'-didésoxy-2’,3"-didéhydrothymidine 53 (d4Tf° et la 2’,3-didésoxy-2’,3"-
didéhydroguanosin&4 (d4G)° comportant une insaturation en position 2,3’ aigse la
2',3"-didésoxycytidine55 (ddC)* et la 2',3'-didésoxyinosing6 (ddI)** sont utilisées comme
antirétroviraux inhibant la transcriptase inverd®.sont prescrits pour traiter le VIH dans le
cadre de polythérapiés.

(0] 0 NH, 0]

| NH </ | |\N </

d4T d4G ddC ddl

N NH

HO

53 54 55 56 Fi
Figure 49. Structures chimiques de divers 2',3'-didésoxynasides.

D’autres modifications ont porté sur le remplacenuas groupements hydroxyle par
des atomes de fluor (Figure 50). Il s’est avéré lggenucléosides fluorés ont des activités
biologiques intéressantés. Par exemple, le 2'-fluoro-5-méthylfp-arabinofuranosyl
uracile57 (FMAU), le 2’-fluoro-5-iodo-1B-D-arabinofuranosyl cytosing&38 (FIAC) et le 2'-
fluoro-5-iodo-18-D-arabinofuranosyl uracilB9 (FIAU) ont des propriétés anti-herpétiqdes.
Un autre exemple concerne la gemcitatfedifluorée en position 2’, qui est active dans le
cas du cancer du pancréas.

NH, 0 ,
| NH l\ﬁN ! | NH | XN
HO N ko HO N ko HO N ko HO N ko
0 o) 0 0

F F F F
OH OH OH OH F
FMAU FIAC FIAU Gemcitabine
57 58 59 60

Figure 50. Structures chimiques de divers nucléosides fluorés

Une autre famille de nucléosides modifiés est tailfa des acyclonucléosides. Dans
cette famille, la partie sucre est remplacée panahainement linéaire hydroxylé susceptible
d’étre phosphorylé. L'intérét pour cette classendeléosides a été suscité par I'acycl@®iir
(Figure 41), qui est devenu la référence pourri@gements des infections de type HSV-1 et
HSV-2. Cette famille comporte un grand nombre dtarstux’’ parmi lesquels le tenofovir
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J. P.; Johns, D. G.; Broder, Sciencel 989 245 412-415.
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61,°® employé contre le VIH comme inhibiteur de trans@se inverse ou encore le
pencyclovir 62°° ou le gancyclovir63'® utilisés pour le traitement d'infections & herpés
(HSV, CMV, VZV).

NH,
N N N
C oy iy, fax

N™ N7 SNH N N7 NH
/, 2 2
HOL o HO HO 0
/7 N\
HO
HO HO

Tenofovir Pencyclovir Gancyclovir

61 62 63
Figure 51. Structures chimiques de divers acyclonucléosides.

Nous pouvons également citer les analogues carbgpags de nucléosides ou
carbanucléosides ou I'oxygéne du furane est reraptar un méthylene (Figure 52). Cette
modification rend la liaison C-N entre le sucrelatbase plus stable face a I'hydrolyse
enzymatique et / ou chimique. Depuis la syntheséadalogue carbocyclique de I'adénosine,
I'aristéromycine 64, par Y. F. Shealy en 1968''% de nombreux composés ont été
synthétisés et étudiés pour leur potentiel thérageer Par exemple, le carboib est un
puissant inhibiteur de la transcriptase invers&/iily son analogue I'abacavi6, est lui aussi
actif contre la transcriptase inverdg.

NH, A

OH HN
N A
7 | N N A N S
HO < /) </ | N </ | N
N N HO HO
N N/)\NHZ N N/)\NHZ
OH OH
Aristéromycine Carbovir Abacavir
64 65 66

Figure 52. Structures chimiques de divers carbanucléosides.
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V. Les analogues d’oligonucléotides

Dans les années 1980, des progres considérablesidigiu dans les domaines de la
biologie et de la génétique moléculaire se trachigear I'élucidation de la séquence d’un
nombre croissant de génes. Ceci a aboutit a I'giée 'ARN ou 'ADN peuvent étre
directement la cible des médicaments.

Les chercheurs se sont donc aussi intéressés alpgaas d’oligonucléotides dans
lesquels la liaison phosphodiester ou le squelidte oligonucléotides peut étre remplacée,
ceci pour des applications biologiques ciblant IMDu ’ARN.

IV.1. La stratégie antisens

Le principe de la stratégie antisens est de ciloher séquence définie de 'ARNmM en
utilisant un court (10-20 nucléotides) oligonucidet complémentaire (oligonucléotide
antisens) afin de former une double hélice avedesaier et de perturber la traduction des
ARNmM en protéines (Figure 53). En principe, n’impoguelle séquence génétique peut étre
ciblée par un oligonucléotide antisens. Ce qui @t la stratégie antisens une stratégie
générale et attractive comparée au développemesniddicaments traditionnels agissant au
niveau des protéiné$? Le principe a tout d’abord été documenté par keseovations de P. C.
Zamecnik et M. L. Stephenson en 1978 qui ont eétilia oligodésoxynucléotide composé de
treize nucléotides pour bloquer I'étape de répticatiu virus du sarcome de Ro{s®

Un oligonucléotide antisens a basiqguement deux mdtetion possibles dépendant
de la formation de duplex entre 'ARN cible et lgdnucléotide antisens. Le premier est
I'hybridation de I'oligonucléotide sur 'ARNmM créarainsi localement un hétéroduplex
oligonucléotide/ARN. De tels hétéroduplex sont délgs dans les cellules par la RNAse H
(enzyme qui hydrolyse le brin d’ARN dans un doubten ADN/ARN), ce qui permet de
dégrader 'ARNm et ainsi d’inhiber la synthese deprotéine ciblée. L’oligonucléotide
antisens est alors libre de se fixer sur un auR&lm et d’'induire sa dégradation. Dans le cas
ou la RNAse ne reconnait pas I'hétéroduplex, le BBARNmM ne peut étre dégrade. Toutefois
I'encombrement stérique généré par la présencéligohucléotide antisens peut empécher
les ribosomes de se fixer a ’TARNm, ce qui inhidérbduction et la synthese protéique.

Pour que cette stratégie soit efficace, un oligt#uiwe antisens doit avoir plusieurs
propriétés : une haute affinité de liaisons avedlkens d’ARN ciblés, une résistance aux exo-
et aux endo-nucléases, une faible toxicité et fmciéé d’atteindre la ciblen vivo. Comme
nous le verrons ensuite, ces conditions ont mdigadoration d’oligonucléotides modifiés.

R
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RNA-ODN

YRR

£

No Protein

No mRNA
&
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Cellule normale Stratégie antisens Stratégie antigéne

Figure 53. Schématisation des stratégies antisens et antigéne
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IV.2. La stratégie antigene

Cette stratégie consiste a synthétiser des olidéatides capables de se fixer sur une
double hélice d’ADN afin de moduler la transcripti@’un gene en se fixant sur son
promoteut®” (Figure 53). La fixation d’un troisi&éme brin d’'gbnucléotide dans le grand
sillon de 'ADN induit la formation d’une triple fiée stabilisée par les liaisons hydrogene de
Hoogsteen ou de Hoogsteen invét&&® (Figure 54). Il est & noter que seules les bases
puriques G et A sont capables de former, en plusealliaison de Watson-Crick, des liaisons
hydrogene de Hoogsteen. Le second brin d’ADN syuwdés’hybride le troisieme brin devrait
donc étre formé uniquement de purines. Il y a peaétjuences naturelles assez longues de ce
type sur I'ADN, ce qui rend cette stratégie dificia mettre en ceuvre. Cependant, des
séquences homopuriques ont été identifiees datensevirus, dont le VIH, ce qui rend cette
stratégie attractive.
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Figure 54.Triple hélice (brin supplémentaire en bleu) astias de Hoogsteen et Hoogsteen inverse (en vert).

Cette stratégie posseéde néanmoins une activitgisupe a la stratégie antisens. En
effet, chaque cellule n’a en principe que deux &spgi'un géne alors qu’'un géene peut donner
des milliers de copies d’ARNm, ce qui nécessite woacentration plus importante
d’oligonucléotides.

IV.3. L'interférence d’ARN

L’interférence d’ARN (ARNi) est un phénomene dé@it 1998 par I'équipe de A.
Fire*%* |Is ont montré qu'on pouvait réduire spécifiqueméaxpression de protéines

197 Faria, M.; Giovannangeli, @. Gene Med2001, 3, 299-310.

%8 gyn, J.-S.; Héléne, Curr. Opin. Struct. Biol1993 3, 345-356.

19935un, J.-S.; Garestier, T.; Héléne Glurr. Opin. Struct. Biol1996 6, 327-333.

"0Fire, A:; Xu, S.; Montgomery, M. K.; Kostas, S Briver, S. E.; Mello, C. CNature1998 391, 806-811.
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contenues dans les cellules du nématode Caenotisabl@igans, en introduisant de I'ARN
double brin. Le phénoméne d'interférence d’ARN paaric étre décrit comme suit : dans une
cellule, un ARN double brin conduit dans certainesditions a la dégradation spécifique de
'’ARNmM de séquence identique a I'un des brins. Geanisme, qui semble étre un moyen de
résistance vis-a-vis des virus, est a la base dtna¢egie actuellement utilisée pour cibler la
dégradation d’'un ARNm dont on cherche a connaétferction.

L’action des ARNi s’effectue en deux étapes. Damgpiemiére étape, les longues
molécules d’ARN double brin sont clivées par lat@ime Dicer (une nucléase de la famille
des RNAses-IIl) en petits fragments d’ARN doublm®ide 21 a 25 nucléotides de longueur :
les siRNAs (small interfering RNA ou petits ARN énférents en francais). Dans la seconde
étape, les siRNAs sont incorporés dans un compliex@lusieurs protéines, le complexe
RISC, qui va guider les siRNAs sur ’TARNm de séqeehomologue. Le brin antisens des
siRNAs s’apparie a ’'ARNm cible, ce qui provoquensdivage (par Dicer) au milieu de la
zone d’appariement, et donc I'impossibilité de tiagl en protéine (Figure 55)
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li_'l:\'agu de | "ARNmM
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Figure 55.Processus des ARNi.

Les petites molécules utilisées comme médicameépisndent aux regles de Lipinski
(haute lipophilicité, poids moléculaire < 500 g.folLes acides nucléiques sont de grande
taille, ont un haut poids moléculaire (~13 kDa) peissédent de nombreuses charges
anionigues dues a la liaison phosphodiester. Entisnlaqueuse, les acides nucléiques sont
hautement hydratés et dégradés dans le sérumspaudééases. lIs ont donc un court temps
de demi-viein viva*® L'utilisation d’oligonucléotides modifiés chimiqmeent peut permettre
d’améliorer les différents processus d’inhibitioa texpression des genes (Figure 56) en
améliorant la stabilité et la pénétration danseléute des oligonucléotides?
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Figure 56. Mécanismes clés impliqués dans l'inhibition sélexctle I'expression des génes : (A) approche
antigéne, (B) et (C) approche antisens, (D) interfée ARN.

IV.4. Oligonucléotides modifiés

Comme nous venons de le mentionner, les oligontide® naturels ne sont pas
stables dans les conditions physiologiques. Derto@sbreuses variantes chimigues ont donc
été envisagées pour répondre a ces problémes eligesucléotides ont été modifiés au
niveau de la base, du sucre ou de la liaison plasester (Figure 57 Nous nous
intéresserons ici aux modifications effectuéesiaeau de la liaison phosphodiester.

Extrémité 5'

[Cunjugaisun aux extrémités O]

| O[B Bae.ez.mud:heesJ

O-P=0

Modification du lien
phosphodiester

oo
0-P=0
O— B

= e
‘ Sucre modifié § 7 ‘

o

R Substitution en 2

Extrémité 3'
Figure 57. Modifications possibles au niveau des oligonudtisst.

IV.4.a. Modification de la liaison phosphodiester

Les principales modifications réalisées ont pernde remplacer la liaison
phosphodiester par une liaison méthylphosphdtfate ou par une liaison phosphorothioate.

18 Erejer, S. M.; Altmann, K.-HNucleic Acids Re<.997, 25, 4429-4443.

18 Miller, P. S.; Yano, J.; Yano, E.; Caroll, C.; dagman, K.; Ts'o, P. O. Biochemistry1979 18, 5134-5143.
17 Miller, P. S.; McParland, K. B.; Jayaraman, K.!oT$. O. PBiochemistry1981, 20, 1874-1880.
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L’oxygene portant la charge négative est remplacéip groupement méthyle dans le cas des
méthylphosphonates et par un atome de soufre daras|des phosphorothioates (Figure 58).

o o) o)

B B B
o (0] 0]
? ? ?
O0=pP—0 O=P—0 0=P—0
| _ B | B | _ B
O @) CH, 0 S o
o] O.. o
Liaison phosphodiester Liaison méthylphosphonate Liaison phosphorothioate

Figure 58. Oligonucléotides modifiés par liaison méthylphaspdite ou par liaison phosphorotioate.

La liaison internucléosidique des oligonucléotidesthylphosphonates les rend plus
hydrophobes, favorisant ainsi le franchissement bmanaire. lls résistent mieux aux
nucléases’ et sont donc plus stables en milieu biologique.pkuvent de plus établir des
liaisons hydrogéne et former des duplex ARN / migtingsphonates ou des triplex ADN /
méthylphosphonates stabfé& Malheureusement, ils sont insensibles a la RNAS¥E ee qui
limite les applications antisens possibles.

L’intérét pour les oligonucléotides phosphorothésas’est développé en raison de leur
trés grande résistance vis-a-vis des nuclé®ses pour leur plus grande stabilité dans les
milieux physiologiques. La demi-vie d’'un oligonuati&le phosphorothioate dans du sérum
humain est de 9 a 10 heures a 37°C, soit presqgudod plus qu’un oligonucléotide
naturel*** De plus, la modification du lien internucléosidiqune modifie pas la
reconnaissance des hétéroduplex ARN / phosphoatds@ar la RNAse H. L’inconvénient
majeur des oligonucléotides phosphorothioates esils qcréent des interactions non
spécifiques avec certaines protéines et possédeantuh caractére potentiellement toxidtfe.

L affinité des oligonucléotides phosphorothioatesiipl’ARN se trouve légerement réduite, la
température de fusion d’'un hétéroduplex ARN / phospthioate diminuant d’environ 0,5°C
par nucléotide phosphorothioate ins&ré.

Néanmoins, cette famille s’avere tres prometteusesde cadre de la stratégie
antisens?* En effet, divers phosphorothioates sont actueligraa stade des essais cliniques
et laissent présager d’intéressantes activitésiaeam de maladies tels que le cancer, le
diabete, les maladies cardiovasculaires, auto-inesiuet infectieuses. Par exemple,
'oblimersen (Genasense) est un oligodésoxynucléotphosphorothioate 18-meéere (5'-
TCTCCCAGCGTGCGCCAT-3) complémentaire des codonsa 6 de 'ARNm de la
protéine Bcl-2*> Celle-ci, surexprimée dans différents cancers,mperaux cellules
d’échapper a I'apoptose. L'oblimersen permet doithiber I'expression de cette protéine.
Les essais cliniques contre le mélanome malin aotuiellement en phase Ill. Le fomivirsen

18 Miller, P. S.; Cassidy, R. A.; Hamma, T.; Konda, 3iPharmacology & Therapeutic00Q 85, 159-163.
9 Giles, R. V.; Tidd, D. MNucleic Acids Red.992 20, 763-770.

120 Eckstein, FAntisense Nucleic Acid Drug De200Q 10, 117-121.

121 campbell, J. M.; Bacon, T. A.; Wickstrom, E.Biochem. Biophys. Methotl89Q 20, 259-267.

22 Kurreck, JEur. J. Biochem2003 270, 1628-1644.

123 Crooke, S. TMethods EnzymoR00Q 313 3-45.

124\vjilson, C.; Keefe, A. DCurr. Opin. Chem. Biol2006 10, 607-614.

1% Klasa, R. J.; Gillum, A. M.; Klem, R. E.; Frank&, R.Antisense Nucleic Acid Drug De2002, 12, 193-213.
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(Vitravene), seul oligonucléotide antisens actuediat autorisé sur le marché, est un
oligodésoxynucléotide phosphorothioate 21-méreGEGTTTGCTCTTCTTCTTGCG-3")
destiné a traiter la rétinite cytomégalovirale dmouffrent certains malades atteints du
SIDA.'?*°

it

Figure 59. Structure du Vitravene.

De nombreux essais de remplacement de la liaisospblodiester ont été réalisés
dans I'optique d’obtenir les oligonucléotides Idgspstables et résistants possibles. Parmi les
différentes modifications réalisées (Figure 60), dkiste les liaisons triazoté’'?®

126 Crooke, S. TAntisense Nucleic Acid Drug Del998 8, 7-8.
1271sobe, H.; Fujino, T.; Yamazaki, N.; Guillot-Niemkski, M.; Nakamura, EOrg. Lett.2008 10, 3729-3732.
128 E|.Sagheer, A. H.; Brown, T. Am. Chem. So2009 131, 3958-3964.
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137-139
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Figure 60. Représentation des principales madifications jesiau niveau de la liaison phosphodiester.

Une autre liaison intéressante est la liaison amidet d’abord, elle a été étudiée en
série ADNvia la préparation de dimeres de thymidine liés pdiele amide ouN-méthyl
amide'** Cette liaison est non-ionique, beaucoup moinsigotgue le lien phosphodiester et
peut étre rendue encore plus lipophile par thalkylation. Les dinucléoside§7 et 68
synthétisés par réaction de couplage peptidique ée¢ monomeére89 et 70 ou 71 (Schéma
8) ont été incorporés dans des brins d’ADN pourefales 12-méres. La mesure des
températures de fusion £ a montré que la stabilité des duplex ou desetxipbrmeés avec

129Meng, B.; Kawai, S. H.; Wang, D.; Just, G.; GiansaP. A.; Damha, M. JAngew. Chem. Int. Ed. Engl.
1993 32, 729-731.

%0 Damha, M. J.; Meng, B.; Wang, D.; YannopoulosGG.Just, GNucleic Acids Re4.995 23, 3967-3973.
131 Jones, R. J.; Lin, K.-Y.; Milligan, J. F.; Wadwasi.; Matteucci, M. DJ. Org. Chem1993 58, 2983-2991.
132 Rozners, E.; Stromberg, R.Org. Chem1997, 62, 1846-1850.

133 pitulescu, M.; Grapp, M.; Kratzner, R.; Knepel,;Wiederichsen, UEur. J. Org. Chen2008 2100-2106.
134 Cao, X.; Matteucci, M. DBioorg. Med. Chem. LetL.994 4, 807-810.

135 Roughton, A. L.; Portmann, S.; Benner, S. A.; Bili J. Am. Chem. So&995 117, 7249-7250.

1% Huang, Z.; Benner, S. A. Org. Chem2002 67, 3996-4013.

137vasseur, J. J.; Debart, F.; Sanghvi, Y. S.; C6ol).J. Am. Chem. So&992 114, 4006-4007.

138 Morvan, F.; Sanghvi, Y. S.; Perbost, M.; Vasséud.; Bellon, LJ. Am. Chem. So&996 118, 255-256.
139Bhat, B.; Swayze, E.; Wheeler, P.; Dimock, S.b@et, M.; Sanghvi, Y. Sl. Org. Chem1996 61, 8186-
8199.

10 Xia0, Z.; Weisz, KJ. Am. Chem. So201Q 132, 3862-3869.

“11dziak, I.; Just, G.; Damha, M. J.; GiannarisAPTetrahedron Lett1993 34, 5417-5420.
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I’ARN ou ’ADN est comparable a des duplex et teiplnaturels que ce soit pour des liaisons
amide67 ouN-méthyl amides8.

TBSO
-
)
TBSO BOP 1 eq
Et;N 2 éq
_DMF, 30 min_ o
N
80 % R™ T
COOH @)
70R=H
69 71 R =Me OH
67 R=H
68 R = Me

Schéma 8 Synthése des dinucléosid&set 68.

D’autres oligonucléotides modifiés comportant uiasbn amide ont été étudiés par
I'équipe de De Mesmaeker. Lorsque la configuratieria chaine entre deux monomeres est
modifiée (dinucléosides72'*? et 73'** - Figure 61), la stabilité thermodynamique des
oligonucléotides est elle aussi modifiée. En effetcorporation de ces dinucléosideg et
73 dans les mémes séquences oligonucléotidiqueseggiedcléosid&7 donne des résultats
différents. La valeur des Tm dans la formation dduplex stable avec 'ARN est diminuée
de 2,9 K par modification dans le cas de I'oligdéotide 72 et de 1,6 K dans le cas de
I'oligonucléotide73. 1l a été confirmé par étude moléculaire dynamique le dinucléoside
67 adopte une géométrie plus favorable dans le duglex I'ARN que les oligonucléotides
comportant les dinucléosid@® et 73** De plus, I'ajout d’un substituant méthyé& sur la
liaison amid&*® ou I'inversion du sens de la liaiséh (composé74) diminue encore plus la
stabilité thermodynamique. En revanche, il a ététnéoque la stabilité vis a vis des nucléases
(dans une solution a 10% de sérum de veau fétat@)3st augmentée par un facteur deux a
trois en comparaison avec un oligonucléotide nhtdte

0 0 0
T T T
o) o) o)
HN. _O
0~ "NH
HN.___O
T T T
o) o) o)
o) o.. o)

72 73 74

Figure 61.Oligonucléotides modifiés par lien amide.

142 De Mesmaeker, A.; Lebreton, J.; Waldner, A.; EtitsV.; Wolf, R. M.; Freier, S. MSynlett1993 733-736.
143 ebreton, J.; De Mesmaeker, A.; Waldner, A.; EtitsV.; Wolf, R. M.; Freier, S. MTetrahedron Lett1993

34, 6383-6386.
144 De Mesmaeker, A.; Waldner, A.; Lebreton, J.; Haffm, P.; Fritsch, V.; Wolf, R. M.; Freier, S. Mngew.

Chem. Int. Ed. Engll994 33, 226-229.
1%5De Mesmaeker, A.; Lebreton, J.; Waldner, A.; EfitsV.; Wolf, R. M.Bioorg. Med. Chem. Let1994 4,

873-878.
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L’introduction d’'un carbone chiral sur la chainéaet deux nucléosides entre eux par
lisison amide a été étudiée. L'oligonucléotide congnt le compos&5 a montré une
meilleure affinitt avec I'ARN qu'avec I'ADN. Les séltats obtenus suggérent que
I'introduction de ce dinucléoside n'affecte pasimrent les propriétés d’hybridation des
oligonucléotides entre eux. Les oligonucléotidesdifiés ont été testés contre une 5'-
exonucléase et il s'avére que lorsque le carboryenétsique est de configuration (S),
I'oligonucléotide ciblé n’est pas affecté alors daesque la configuration est (R), 'enzyme
dégrade le brin d’ADN et le coupe au second lieosphodiester en partant du 5’-termif{al.

DMTO
0]
DMTO HN 4-nitrophénol
o T 2 o T DCC, Et;N &
+ pyridine -
H
H,C 0] OAC 0] N -
*
0]
COOH
OAc
75

Schéma 9.Synthése du dinucléosidé.

Etant donné que les oligoribonucléotides modif@snient généralement des duplex
plus stables que les oligodésoxyribonucléotidesifiégdavec les cibles ADN ou ARN, une
étude du lien amide a été réalisée en série ARNgpei ces molécules peuvent étre de
meilleures candidatéd’ Deux types d'oligoribonucléotides modifiés parnliamide ont
ensuite été synthétisés (Figure 62%)Il s'est avéré que les séquences comportant le
dinucléosider6 ont une stabilité similaire aux oligonucléotidesgturels, ce qui est cohérent
avec les résultats de la série ABN Les séquences comportant le dinucléo3id@vec une
inversion de I'enchainement de la liaison amideunmd stabilité améliorée de + 1,3 a + 2,4 K
suivant le nombre de dinucléosides incorporés tilaeéquence. Ceci correspond au meilleur
effet observé lors du remplacement du lien phosielstet%*>°

198 De Napoli, L.; ladonisi, A.; Montesarchio, D.; VYar M.; Piccialli, G.Bioorg. Med. Chem. Let1995 5,
1647-1652.

14" De Mesmaeker, A.; Lesueur, C.; Béviérre, M.-O. léar, A.; Fritsch, V.; Wolf, R. MAngew. Chem. Int.
Ed. Engl.1996 35, 2790-2794.

198 Rozners, E.; Katkevica, D.; Bizdena, E.; Stromb&g. Am. Chem. So2003 125, 12125-12136.

149 Arya, D. P.; Bruice, T. CJ. Am. Chem. Sot998 120, 12419-12427.

30| inkletter, B. A.; Szabo, I. E.; Bruice, T. @. Am. Chem. So£999 121, 3888-3896.
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U U
o) o)
o) OR OR
HN
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.0 OR .0 OR
76 77

Figure 62.Dinucléosides modifiés par lien amide.

Trés récemment, de nouveaux analogues d'oligontidés modifiés ont été
synthétisés et étudiés. Par exemple, un lien thdhzal-one a été introduit entre deux
nucléosides afin d’étudier les propriétés anti-HlV dinucléoside synthétisé (Figure 63). Les
premieres études ont montré que les dinucléosigi@emant un lien de configuration (R) ont
une meilleure activité contre la transcriptase isgedu VIH que I'AZT, et que ceux de

configuration (S)>*
HO U
u
0 o) OH
Ob o /\&OH
I &

OH OH OH OH
Figure 63.Dinucléosides modifiés par lien thiazolidin-4-one.

Un autre exemple récent concerne lintroductionndgroupement méthyléne en
position 3’ ou 5’ dans le lien phosphodiester afiobtenir des oligonucléotides modifiés par
lien phosphonate (Figure 64Y.

HO HO
U U

? OH ? OH
CH, 0=P—OH
0=P—OH °H,
O O
U U
\%i? \%i?
OH OH OH OH

Figure 64.Dinucléotides maodifiés par lien 3'-phosphonat&’gthosphonate.

*1ghen, F.; Li, X.; Zhang, X.; Yin, Q.; Qin, Z.; OmeH.; Zhang, J.; Ma, Zrg. Biomol. Chenm2011, 9, 5766-
5772.

1%2pav, 0.; Kosiova, I.; Barvik, I.; Pohl, R.; Budesky, M.; Rosenberg, Org. Biomol. Chem2011, 9, 6120-
6126.
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Au niveau biologique, I'insertion du groupement hyéne entraine une diminution
des T, en comparaison avec des séquences non modifiéesoduction de dinucléotides
modifiés par lien 5-phosphonate résulte en undathsation modérée (environ -1,6°C /
modification) alors que l'introduction de dinuclé&tgs modifiés par lien 3’-phosphonate
implique une plus grande déstabilisation (envirén7<C / modification). La réalisation
d’études de modélisation peut expliquer ce phénemé&mans le duplex, les liens 5'-
phosphonate adoptent une conformation stabiliséenma liaison hydrogene 2’0OH-5’0 alors
que les liens 3’-phosphonate adoptent plusieurdoomations sans stabilisation spécifique
(Figure 65). En revanche, les séquences modifiéesextraordinairement stables contre le
clivage par les nucléases.

Figure 65.Conformation d’un dinucléotide lié par lien 5’-@phonate (gauche) et 3'-phosphonate (droite).

IV.4.b. Modification du squelette des oligonucléotides

Une autre modification intéressante apportée aigomlicléotides a été réalisée sur le
squelette de I'oligonucléotide. Il a été remplaeaé ges unités de-(2-aminoéthyl)glycine sur
lesquelles sont accrochées les bases nucléotidigfigsre 66). Cette structure composée
d’'un squelette peptidique est neutre contraireraecelle de I'ADN. Elle est appelée PNA,
Peptide Nucleic Acid et a été décrite pour la peemiois par P. E. Nielsen en 199iLes
PNA sont stables chimiquement et résistants a tdlyde enzymatique. Puisque leur
géométrie et I'espacement des bases sont quasideriiques a ceux d'un ADN ou d'un
ARN naturel, les PNA sont capables de reconnai® sequences d’ADN et d’ARN par
appariement des bases selon Watson-Crick. Cecidenfere des propriétés biologiques

intéressante®* 1%’

53 Nielsen, P. E.; Egholm, M.; Berg, R. H.; Buchaf@tSciencel 991, 254, 1497-1500.
Pour des revues sur les PNA, voir :

> Hyrup, B.; Nielsen, P. BBioorg. Med. Cheml996 4, 5-23.

%5 Dean, D. AAdv. Drug. Deliv. Re\200Q 44, 81-95.

%6 Braasch, D. A.; Corey, D. Riochemistry2002 41, 4503-4510.

157 Shakeel, S.; Karim, S.; Ali, Al. Chem. Technol. Biotechn@00§ 81, 892-899.
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Figure 66. Structure d’'un simple brin d’ADN (a gauche) etd®NA (a droite).

Une autre classe d'oligonucléotides a structureifié@ddéveloppée récemment est le
LNA (Locked Nucleic Acid). Le LNA est un analogue dARN dont la conformation du
sucre est bloquée par un pont méthylene entre démxg en position 2’ et le carbone en
position 4’ (Figure 67> Les LNA contiennent des liaisons phosphodiesterleetr
conformation bloquée du type N (C3’-endo) leur dwnme forme similaire a 'ARN. lIs
possédent une haute affinité avec les séquences &NRN. En raison de leur faible degré
de résistance aux nucléases, de nombreuses muadifc@himiques ont été introduites ces
derniéres années et les LNA ont été testées popotdatiels applications biologiqu&s:***

Base

Figure 67.Représentation de la structure d’'un monomere d&.LN

IV.5. Objectifs

Au vu de lintérét porté aux oligonucléotides maghf par liaison amide, nous
envisageons de développer des oligonucléosidegpéiésiaisonN-oxy amide ainsi que par
liaisons oxime et aminoxy (Figure 68). Plusieuragloeurs de chaine sont proposées afin
d’étudier l'influence de ce parametre. Les modifmas seront apportées en série ADN en
utilisant la thymidine comme produit de départ galément en série ARN en utilisant
I'uridine comme synthon de départ.

138 Koshkin, A. A.; Nielsen, P. E.; Meldgaard, M.; Rapnshi, V. K.; Singh, S. K.; Wengel,d.Am. Chem. Soc.
1998 120 13252-13253.

139 Stenvang Jepsen, J.; Sorensen, M. D.; Weng@ligbnucleotide004 14, 130-146.

1%0yveedu, R. N.; Wengel, &hem. Biodivers201Q 7, 536-542.

181 Mitsuoka, Y.; Kodama, T.; Ohnishi, R.; Hari, Ymanishi, T.; Obika, S\ucleic Acids Re2009 37, 1225-
1238.
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Figure 68. Structures d’oligonucléosides modifiés envisagés.

Comme nous l'avons vu précédemment (Paragrapheplll50), les nucléosides
modifiés possedent de nombreuses propriétés alésjrantibactériennes, antitumorales ou
encore anticancéreuses. Nous envisageons donc eleheh I'activité biologique des
molécules que nous aurons synthétisées. Dans umigoréemps, l'activité antivirale des
nucléosides modifiés obtenus sera testée en coditino avec le LBPA a 'ENS de Cachan.

D’autre part, les dinucléosides seront intégréssasquences d’oligonucléotides afin
d’étudier leurs caractéristiques physicochimiqudswgs propriétés biologiques.
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CHAPITRE 1l Introduction

l. Introduction

Dans ce chapitre, nous allons développer les etigddisées a partir de la thymidine.
La thymidine a d’abord été étudiée en raison dstrsacture un peu plus simple que celle de
l'uridine. En effet, elle possede un groupementroygle en moins en position 2’. Cependant,
en raison des nombreux sites réactionnels présamtssa structure, les problemes de
régiosélectivité sont fréquents.

L'objectif est de préparer différentes séries djotiésoxynucléosides liés par liaison
N-oxy amide (CO-NH-0O), par liaison oxime (C=N-O) mr liaison aminoxy (NH-O) avec
différentes longueurs de chaine (Figure 69).

0 .
O
) X-Y = CO-NHO Liaison N-oxy amide
CH=NO Liaison oxime
>‘< CH,-NHO Liaison aminoxy
(0]

Figure 69. Différentes modifications envisagées au nivealadiaison phosphodiester des oligonucléotides.

Dans un premier temps, nous envisageons de sysghéties dinucléosides qui
pourront ensuite étre incorporés dans des séquermegonucléotidesvia un synthétiseur a

ADN (Schéma 10).
DMTO T DMTO T DMTO T

N RI < O//\H\O 1
R \ 8BS0
78 79 80 81

DMTO T

)\ TBSO

O R
R = OH Thymidine acide Thymidine oxyamine
R=H Thymidine aldéhyde 82

Schéma 10Différents dinucléosides envisagés.
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La formation des dinucléosid@8 a 81 nécessite, dans un premier temps, la synthése
de différents nucléosides modifiés. Le monomerenitdine oxyamine32 est un intermédiaire
commun a la synthése de ces différents nucléoshi@ss pourrons ensuite synthétiser les
monomeres thymidine aldéhyde et acide adaptéseagmgitent par réaction de couplage ou
de condensation la synthese des dinucléosidegdgSichéma 10).

D’autre part, nous voulons synthétiser des monosndesthymidine aminoxy acide
comme précurseurs d’oligonucléosides (Schéma 11).
HN—

N\
o H, N~
~"
) — ——> Thymidine
O:\/ =0,1,2,3 l
L N — n=0,1,23.. CO,H
H] T
Thymidine
\ aminoxy acide
I
CO,H

Oligomeres liés par
liaison N-oxy amide

Schéma 11Rétrosynthése envisagée pour I'obtention d'olighdasides liés par liaisdd-oxy amide.
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CHAPITRE 1l Thymidine oxyamine

. Synthese de la thymidine oxyamine

Le premier monomere nécessaire a la synthese fiésedis dimeres de thymidine est
la thymidine oxyamin®2. Ce monomere peut étre rapidement obtenu a parta thymidine
commerciale. L’étape clé de la synthese envisa§élkéma 12) est la réaction de Mitsunobu
qui permet l'introduction de la liaison N-O.

S S
N N

TBSO HO HO

Thymidine oxyamine

82 Thymidine

Schéma 12Rétrosynthése du monomére thymidine oxyamine.

[I.1. Quelques rappels bibliographiques sur la réactioa Mlitsunobu

La réaction de Mitsunobu est une réaction de sulisth nucléophile (SH mettant
en jeu un alcool (ROH) et un pro-nucléophile aciiieiH) en utilisant un agent oxydant
diazocarboxylate (le plus souvent le diéthyl azadioxylate, DEAD) et un réducteur
phosphine (usuellement la triphénylphosphinegPHn plus du produit désiré, de I'’hydrazide
(le diéthylhydrazinedicarboxylate DEAD;H et de I'oxyde de phosphine (##=O) sont
formés (Schéma 13). La réaction de Mitsunobu petanfgrmation de liaisons C-O, C-N, C-
S, C-X ou C-C.

o, 0
C—N=N—C o, M 0
oH RO OR + C—N—N—C
C PPh, Nu / |
: _ RO H OR
PN + Nu—H
R” R R R

+ O=PPh,

Schéma 13Schéma général de la réaction de Mitsunobu.

Cette réaction a été décrite pour la premiére daid967 par le Pr. O. Mitsunob.
La réaction reportée est celle de I'acide pentar@ayec 'allyl diéthyl phosphite et le DEAD
qui donne lallyl pentanoate (Eq. 1 - Schéma 14Je Est ensuite suivie par la description
d’autres réactions entre I'acide benzoique et ek en présence de DEAD et de Pgi
résultent en la formation des esters correspondargs d’excellents rendements (Eq. 2 -
Schéma 14). La stéréosélectivité de la réactiamubd’abord été observée dans la réaction du
2-octanol énantiomériquement enrichi avec I'acidazwique (Eg. 3 - Schéma 18 Le fait
que la réaction ait lieu avec une inversion de igométion lui confére un large intérét en
synthese organique. Cependant, l'isolation du ptatisiré peut parfois s’avérer difficile en
raison des sous-produits formés et des exces défséaarfois nécessaires. Pour améliorer
l'isolation du produit désiré, des modificationst @é apportées sur I'azodicarboxylate et la
phosphine. Bien que le DEAD reste fréequemmentsétilun nombre important de réactions

182 Mitsunobu, O.; Yamada, M.; Miukaiyama, Bull. Chem. Soc. Jpt967, 40, 2380-2383.
183 Mitsunobu, O.; Eguchi, MBull. Chem. Soc. Jpt971, 44, 3427-3430.
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est réalisé en présence de diisopropyl azodicatamxyDIAD). Il est notamment moins cher.
Le ditert-butyl azodicarboxylate (DBAD) gagne aussi en papté car son sous-produit peut
étre éliminé par un traitement acide suivi d'unage a I'eau. Il trouve notamment des
applications en chimie combinatoire. On trouve égent la 1,1’-(azodicarbonyl)dipipéridine
(ADDP), qui a un caractere plus basique et qui emreéles réactions avec des groupements
meéthyléne activés ou des amides. Au niveau despphoss, la triphénylphosphine peut étre
remplacée par la tributylphosphine (RBusélective pour les alcools primaires ou par la
triméthylphosphine (PMg, plus réactive®

9 DEAD +
Eq. 1 M + (EtO),P-OCH,CH=CH, — = o o
OH H

O=P(OEY),
0 o R
OH
b DEAD S
Eqg. 2 OH + —_— e} R'
R OR PPh,

85-90%

Q OH o
s DEAD .
g. OH + /'\ 0" “CH
CeHi3 PPh, 6 '13

20%
Schéma 14Premiers exemples de la réaction de Mitsunobu.

Le mécanisme, qui est généralement accepté, passd’'abord par I'activation de la
triphénylphosphine par le diazodicarboxylate, ptmrmer un adduit qui est protoné par le
proton du nucléophile. Il est donc important quepi®ton du nucléophile utilisé soit
suffisamment acide pour protoner l'adduit formé.skte, l'alcool va réagir avec le
groupement phosphonium activé pour former le selxyphosphonium et I'hydrazide.
Finalement, I'attaque du nucléophile sur I'alcocliee par une réaction de type Stlbnnera
le produit désiré ainsi que de I'oxyde de triph@hgsphine (Schéma 15).

154 Dembinski, REur. J. Org. Chen2004 2763-2772.
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o 3 Nu
o} + Nu — PY +  O=PPh,

Schéma 15Mécanisme de la réaction de Mitsunobu.

[1.2. Synthese de la 5’-O-phthalimidothymidine

bY

La synthése de la B-phthalimidothymidine83 peut étre réalisée a partir de la
thymidine via une réaction de Mitsunobu mettant en jelNKaydroxyphthalimide comme

nucléophile (Schéma 16).
0 P 0
0
HO N-q
o o} o) o o}
\ réaction de 0 \

R Mitsunobu
HO HO

Thymidine 83
Schéma 16Introduction du groupemephthalimidoxyle sur la thymidineia une réaction de Mitsunobu.

Cette réaction a précédemment été décrite dangdeaiure en 1992. A partir de la
thymidine, les conditions utilisées sont 1,3 égN\deydroxyphthalimide (PhthNOH), 1,3 éq
de PPhet 1,5 éq de DIAD dans le DMF, de 0°C a TA pendditt, ce qui permet I'obtention
du produit désiré avec un rendement de 86%%.

En 1995, la méme équipe a de nouveau reporté letigBamais avec plus de
précision'®® Le traitement de la thymidine avec PhthNOH, P@hdu DIAD dans le DMF
donne le composé dési8 avec un rendement de 60%. Il est précisé qu’urenwdtographie
sur colonne laborieuse est nécessaire pour séleapeoduit désiré des sous-produits. Pour
faciliter la purification, un nouveau traitementi geermet une isolation facile du dérig8 a

1% Debart, F.; Vasseur, J. J.; Sanghvi, Y. S.; C6ol). Tetrahedron Lett1992 33, 2645-2648.
16 perbost, M.; Hoshiko, T.; Morvan, F.; Swayze, Griffey, R. H.; Sanghvi, Y. SJ. Org. Chem1995 60,
5150-5156.
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été mis en place. En résumé, lorsque la réactionfigie (contrble CCM), le milieu
réactionnel est concentré en un résidu sirupeuxé€idu est dilué dans du gEl, froid et
versé sur un mélange eau-glace, ce qui entraipestapitation du produit attendu qui peut
ensuite étre isolé par simple filtration.

Nous avons donc voulu reproduire cette réactios. premiers essais ont été réalisés
sur des petites quantités (100 mg) notamment eomailu codlt plutdt élevé de la matiére
premiere et des réactifs. Malheureusement, legrdifts essais réalisés ont conduit a des
conversions incomplétes quelque soit I'agent diadmuxylate et le solvant utilisés (Essais 1 a
4 - Tableau 1). Méme en rajoutant des réactifsumwvancement supplémentaire de la
réaction n'a pu étre observé. Dans une référ&ide, description du mode opératoire de la
réaction précise que I'agent diazodicarboxylate IgcDIAD) doit étre ajouté goutte a goutte.
Pour pouvoir mieux maitriser ce parametre et pauvpir obtenir le produit désiré par
précipitation, nous avons décidé d’augmenter I'ehge la réaction a 1 g. En réalisant un
ajout lent du DIAD dilué dans du DMF anhydre sumidéieu réactionnel refroidi a 0°C, le
produit désiré83 a pu étre obtenu avec un rendement de 60% (Epslaa$éaction réalisée
sur 5 g de thymidine a conduit & un rendement @é @&ssai 6).

Quantité Co

Essai Thymidine  (mmol/mL) Conditions Résultat
1 100 mg 0,27 DIAD, DMF 40% - produit impur
2 100 mg 0,28 DEAD, DMF Conversion incomplete
DBAD, o .

3 100 mg 0,10 DME / THE 1/8 Conversion incompléte

4 40 mg 0,17 DIAD, dioxane Conversion incompléte
DIAD (ajout lent), 0

5 19 0,40 DME 60%
DIAD (ajout lent), 0

6 59 0,38 DME 86%

Tableau 1.Essais réalisés sur la thymidine pour I'obtentiarcdmposé3.

Les facteurs clefs de cette étape sont donc sefdh réaction sur de grosses quantités
(> 1 g) pour pouvoir travailler en milieu suffisaram concentré, introduire le DIAD par un
goutte a goutte lent dans le milieu réactionnealoidf a 0°C et travailler dans des conditions
anhydres.

11.3. Synthese de la thymidine oxyamine
A partir de la 5'O-phthalimidothymidine83, la thymidine oxyamine82 peut étre

obtenue en deux étapes (Schéma 17). La premigoe é& une protection du groupement
hydroxyle en position 3’ et la seconde est I'hydralyse du groupement phthalimido.
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0] (0] 0]
(0] (0]
| NH | NH | NH

N A N~ BN HN~ BN

(@] N _ > (@] _— > 2 (@]

(0] o (0] o (0] o
(0] (0]
HO TBSO TBSO
83 84 Thymldlngzoxyamlne

Schéma 17Synthése de la thymidine oxyamig2

[I.3.a. Synthese de la 50-phthalimido-3’- O-tert-butyldiméthylsilyl-
thymidine

La synthese de la 3-phthalimido-3'O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 84 est
réalisée par silylation du compo88. Différents essais ont été réalisés avant de émwoles
conditions qui menent au meilleur rendement (TabBa

Essai Conditions Résultat

TBSCI 1,1éq
Imidazole 3 éq
I, 2 éq
Pyridine
TBSCI 1,2 éq
AgNOs3 1,1 éq
Pyridine 5 éq
DMF/THF1/1

TBSCI 1,2 éq (ajout lent)
3 Imidazole 2,7 éq Rdt = 85%
DMF

Conversion incompléte

Conversion incomplete

TBSCI 1,3 éq (ajout lent)
4 Imidazole 2,6 éq Rdt = 95%
DMF

Tableau 2.Essais d'optimisation de I'étape de silylation.

Le premier essai a été réalisé en utilisant leglitions classiques TBSCI, imidazole,
I, pyridine (Essai 1 - Tableau 2). Ces conditiommnh’pas permis une conversion complete
du produit de dépa@3. D’autres conditions ont alors été testées. Celtagites par K. K.
Ogilvie et al*®’ (Essai 2) n’ont pas non plus permis une conversitale. Enfin, I'ajout lent
d'une solution de TBSCI| dans du DMF anhydre sumdieu réactionnel contenant le
composeéB3 et de I'imidazole dans du DMF anhydre a permistEair le composé désif
avec de tres bons rendements (85% lorsque la oéaeti réalisée sur 100 mg, et 95% lorsque
500 mg de composE3 sont engageés — Essais 3 et 4).

187 Hakimelahi, G. H.; Proba, Z. A.; Ogilvie, K. ICan. J. Chem1982 60, 1106-1113.
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[1.3.b. Synthése de la thymidine oxyamine

La thymidine oxyamind2 est ensuite obtenue par hydrazinolyse du com@84siEn
présence de 3,1 éq d’hydrazine hydrate dans duam&the composé&18 est converti en 2h
en thymidine oxyamin82 avec un rendement quantitatif. Un lavage avecsohdion saturée
en NaHCQ suffit a éliminer les sous-produits de la réactbmpermet I'obtention du produit
désiré pur.

11.4. Autre voie de synthése menant a la thymidine oxyaeni

En raison des difficultés rencontrées lors des menessais de synthése du composé
5’-O-phthalimidothymidine83, une autre approche menant a la thymidine oxyaraimé
mise en place (Schéma 18). Le groupement proteg®8rest d’abord introduit, ce qui peut
ensuite faciliter l'introduction du groupement phlimidoxyle (moins de problemes de
solubilité et de purification par exemple).

O
He o T NH,NH,.H,0 HN=0 T
N~q T MeOH o
Thymidine ——— —_— oy————>
TBSO TBSO
TBSO
85 84 Thymidine oxyamine

82
Schéma 18Autre voie de synthése menant a la thymidine oxyag2.

Il.4.a. Synthese de la 3O-tert-butyldiméthylsilylthymidine

L’obtention de la 3'©-tert-butyldiméthylsilylthymidine85 se fait en deux étapes. Les
positions 5’ et 3’ sont silylés et la position Stensuite déprotégée sélectivement. Ces deux
étapes sont décrites dans la littérature avecnaeraent global de 68%8° La premiére étape,
qui suit une procédure mise au point par I'équipekdK. Ogilviel®’ est réalisée en présence
de 2,2 éq de TBSCI, 2,2 éq de nitrate d’argent & 4'imidazole dans un mélange DMF /
THF 1:1. En suivant cette procédure, nous avonsnobie produit disilylé86 avec un
rendement de 86% (Schéma 19). La seconde étape @gprotection sélective du TBS en
position 5. Cette étape s’effectue en présence dicide faible, le sel pyridinium d’acide
para-toluénesulfonique (PPTS). PPTS est un acidefplble que I'acide acétique. Ainsi, une
solution 1M de PPTS a un pH de 3,0 alors qu’unat&sl 1M d’acide acétique a un pH de
2,41%9 Suivant la procédure de P. C. Monteveahal,'®® nous avons mis le compo86 en
présence de 4,1 éq de PPTS dans du MeOH pendamiuitré TA et le produiB5 mono-
silylé en 3’ a été obtenu avec un rendement de &#téma 19).

188 Montevecchi, P. C.; Manetto, A.; Navacchia, M. Chatgilialoglu, CTetrahedror2004 60, 4303-4308.
189 Miyashita, N.; Yoshikoshi, A.; Grieco, P. A. Org. Chem1977, 42, 3772-3774.
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TBSCI 2,2 éq
AgNO; 2,2 éq
Imidazole 4 éq PPTS 4,1 éq
DMF/THF 1:1  'B8SQ o T MeOH HO o1
o TA, 1 nuit TA, 1 nuit
Thymidine ————
86% < 51% <
TBSO TBSO
86 85

Schéma 19Syntheése du compos§é.

[1.4.b. Synthese de la 5©-phthalimido-3’- O-tert-butyldiméthylsilyl-
thymidine

La synthése de la ®-phthalimido-3'O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 84 peut
s’effectuer a partir du compo8® en réalisant une réaction de Mitsunobu. Nous adons
testé ces conditions. En présenceNdieydroxyphthalimide (1,3 €q), de triphénylphosphine
(1,3 éq) et de DIAD (1,5 éq) dans du DMF anhydee,cbmposé85 ne réagit pas
completement méme apres ajout de quantités supptammes de réactifs. Cependant, ces
travaux étant effectués en parallele de ceux sorige au point de la réaction de Mitsunobu
sur la thymidine, nous n’avons pas testé cettetimasur de grosses quantités en utilisant les
facteurs clefs énoncés précédemment (PargraphellZB). Il pourrait donc étre intéressant
de réaliser de nouveaux tests.

Nous avons alors envisagé la synthese du compbsd deux étapes. La premiére
étape est I'activation de I'hydroxyle en 5’ du camsp85 en un meésylate (compo8e) et la
seconde est une réaction de substitution nuclépBdhéma 20).

o w@?

TBSO TBSO
TBSO

85 87 84
Schéma 20Synthése du compo$é en deux étapes : a) activation par un mésylateulbstitution nucléophile.

La premiere étape a été réalisée en présence deirghide mésyle (1,1 €q) dans la
pyridine'’® et a permis I'obtention du déri8¥ avec un rendement de 89%. La seconde étape
est réalisée en présence de DBU (2 éq) @i-tigdroxyphthalimide (2 €q) dans du DMF. Le
composé4 est ainsi obtenu avec un rendement de 39%.

Nous avons ainsi pu mettre en place une seconde d®isynthese qui permet
I'obtention du dérivé84. Ce dérivé permet ensuite I'obtention du dériwgntidine oxyamine
82 en une seule étape. Cette étape d’hydrazinolyseéalisée en présence d’hydrazine
hydrate dans le méthanol avec un rendement quidntaragraphe 11.3.b, p. 80).

Finalement, cette voie de synthése n'a pas éténigéte car la premiere voie de
synthese décrite (Schéma 12) permet la synthese tigmidine oxyaming2 en seulement
trois étapes avec un bon rendement global (82%).

0 Horwitz, J. P.; Urbanski, J. A.; Chua,JJ.Org. Chem1962 27, 3300-3302.
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lll.  Synthese de la thymidine acide

Ensuite, nous avons étudié la synthese de la thyenigcide88 fonctionnalisée en
position 3’ (Schéma 21). Le groupement protectamméthoxytrityle (DMT) introduit en
position 5’ a été choisi dans le but d'intégrerdasucléosides synthétisés dans des séquences
d’oligomeéresvia un synthétiseur & ADN.

O

| NH | NH | NH | NH

DMTO o /go DMTO o /go DMTO o /go HO o /go

e I S B B
O:(\O O:(\O HO HO

OH OEt
Thymidine acide

88

Thymidine

Schéma 21Rétrosynthése du monomeére thymidine acide.

[1I.1. Introduction du groupement protecteur DMT

La premiere étape est la protection de I'hydroxgieposition 5 par le groupement
DMT (Schéma 22). Pour réaliser cette réaction itidetion, différentes conditions s’offrent a
nous. Les conditions DMTCI, DMAP en quantité cadiglye dans la pyridine sont
couramment utilisée$>'"* Cependant, les essais réalisés (Essais 1 et bledala3) ont

conduit a de faibles rendements.
0 o)

s R .

N

HO HO
Thymidine 89
Schéma 22Protection en 5’ par le groupement DMT.

Récemment, l'introduction du DMT en position 5’ $esa-L-arabino nucléosidé& a
été décrite dans les conditions suivantes : leéuosalle de départ est co-évaporé avec de la
pyridine anhydre et dissous dans un mélangeGQGH pyridine 4:1. Le DMTCI (1,1 éq) est
ajouté sous atmospheére inerte et le mélange et pghdant 10h & TA. Le mélange est
encore agité pendant 2h aprés un ajout supplémetaiDMTCI (0,1 €q). Le milieu est traité
et purifié et le produit désiré est obtenu aveaemdement de 84%. Nous avons utilisé ces
conditions (Tableau 3 - Essai 3) mais la réacti@stsavérée incompléte méme aprés un
temps de réaction plus long.

"1 Baral, B.; Kumar, P.; Anderson, B. A.; Ostergadvll,E.; Sharma, P. K.; Hrdlicka, P. Tetrahedron Lett.
2009 50, 5850-5852.

172 Gupta, P.; Maity, J.; Shakya, G.; Prasad, A. larnfar, V. S.; Wengel, Org. Biomol. Chen2009 7, 2389-
2401.
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Essai Q“af.‘“.te Conditions Résultats
Thymidine
DMTCI1,1éq = Réactionincomplete aprés 24h a TA
1 100 mg DMAP 0,1 éq = Ajoutde 0,1 éq de DMTCI, 3 jours a TA
Pyridine = Rdt=30%
DMTCI 1,25 éq
2 100 mg DMAP 0,2 éq = Réaction incomplete
Pyridine
DMTCI1,1éqg = Reéactionincompléte apres 24h a TA
3 100 mg Pyridine / = Ajoutde 0,1 éqde DMTCI, 5joursa TA:
CHCl, 1:4 incomplet
Pyridine 5 €a = Peu d’avancement a TA
AgNO3 1,05 éq X s
4 100 mg . = Chauffé une nuit a reflux
DMTCI10¢€q Formation de nombreux produits
THF anhydre P
DMTCI 1,15éq = 48h areflux
5 50 mg Pyridine - Rdt=12%
. = 5 jours a reflux
6 200 mg DMF;I'C_I .1’2 €4« Produit di-tritylé majoritaire
yridine .
= Beaucoup de sous-produits
= Reéaction incomplete apres 2h30 a reflux
7 1 DMTCI1,2éqg = Ajoutde 1,0 éqde DMTCI, 1 nuit a reflux
9 Pyridine puis 3 jours a TA
= Produit di-tritylé majoritaire
= Ajout lent d’'une solution de DMTCI dans la
8 1 DMTCI 1,1 éq pyridine, dans le milieu chauffé a reflux
9 Pyridine = lnuitaTA
* Rdt=50%
. = Ajout lent d’'une solution de DMTCI dans la
DMTCI 1’,1 €a pyridine, dans le milieu chauffé a 80°C
9 39 Et;N 1 éq e 1nuitaTA
Pyridine nuita
» Rdt=46%
DMTCI 1,1 éq R
P = 1h30 a reflux
10 5g Et:N 2 eq = Rdt=82%
Pyridine

Tableau 3.Essais de protection par un groupement DMT.

En 1982, I'équipe de K. K. Ogilvi&” a décrit une nouvelle méthode de tritylation
apres avoir observé la formation de produit didiitet des réactions incompletes en utilisant
les méthodes classiques (DMTCI, pyridine). Cettehode est basée sur l'utilisation de
nitrate d’argent comme catalyseur et permet |'olidende la 5O-diméthoxytrityluridine
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avec un rendement de 84% en partant de 24 g dieridlies conditions ont été testées sur 100
mg de thymidine (Essai 4 - Tableau 3) mais apré&smnt a TA, peu d’avancement a été
observé. Le chauffage du milieu réactionnel a cdradla formation de nombreux produits.

Les conditions classiques (DMTCI, pyridine a TAgrpettant la tritylation de la
position 5’ de la thymidine sont décrites avec delents rendements (80 & 98%)"°Nos
essais dans ces mémes conditions donnent desoréactcomplétes, c’'est pourquoi le milieu
réactionnel a été chauffé a reflux (Essais 5, 6-€tableau 3). Il est a noter que des temps de
réaction trop long a haute température (Essais B @ntrainent la formation d’'un certain
pourcentage de produit di-tritylé. Pour remédieekr, nous avons introduit le DMTCI par un
ajout lent dans le milieu chauffé a reflux (Esspi & qui nous a permis d’augmenter le
rendement a 50%. L’ajout de triéthylamine (Essai’@)pas permis d’améliorer ce rendement
dans un premier temps. Mais I'ajout en une seule da DMTCI en présence de 2 éq de
triethylamine puis un court chauffage a reflux (@hBermettent d’obtenir le prod80 avec
un bon rendement (Essai 10).

Il est important de noter pour la suite que leugement DMT est sensible en milieu
acide et gu'il peut étre en partie clivé lors desifirations sur silice. Pour éviter ceci, de la
triethylamine (0,5 - 1%) est ajoutée dans I'éluang de la purification des composés portant
un groupement DMT.

[11.2. Introduction de la fonction acide carboxylique

[ll.2.a. Synthése de la 50-diméthoxytrityl-3’- O-éthoxycarbonylméthyl
thymidine

Afin d’introduire la fonction acide carboxylique g@osition 3’ du nucléosid89, une
étape d’O-alkylation est envisagée (Schéma 23).

OEt

89 90
Schéma 23Etape d’'O-alkylation.

Dans la littérature, cette réaction a été peu téckn 1993, T. H. Keller et R.
Hanel’® ont essayé la réaction d'alkylation sur I'uridip®tégéedl en présence de diéthoxy
thallium TI(OEty et de bromoacétate de méthyle (Schéma 24). Cétetion conduit
exclusivement au produit N-alky82.

1 3challer, H.; Weimann, G.; Lerch, B.; KhoranaG4J. Am. Chem. Sot963 85, 3821-3827.
174 Chirakul, P.; Sigurdsson, S. Org. Lett.2003 5, 917-919.

5 Bdour, H. M.; Kao, J. L.-F.; Taylor, J. $.0rg. Chem2006 71, 1640-1646.

8 Keller, T. H.; Haner, Rdelv. Chim. Actd993 76, 884-892.
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Schéma 24Réaction d’'alkylation sur le dérivé uridifd décrite par T. H. Keller et R. Haner.

lls ont alors contourné le probleme en réalisangetion d’alkylation sur le dérivé
ribose93 (Schéma 25), ce qui permet ensuite d’introduirediéférentes bases nucléotidiques
via la réaction de glycosylation et d’obtenir aindfé@hients nucléosides modifiés.

(0] OMe (0] OMe
)\ /O/\g [Bn(Bu),NICI, ag. NaOH )\ ’O/\Q/
S \/ CH,Cl,, BrCH,CO,t-Bu si \/
o S \( o S
\( ~gi-0  OH 67% ~gi O O’\/go
7 T e

93 94
Schéma 25Réaction d’alkylation sur le dérivé ribo88 décrite par T. H. Keller et R. Haner.

En 1968, la réaction d’alkylation a été étudiéelsurdine et la thymidine par M. H.
Halford et A. S. Jones (Schéma 26)La réaction de la 53-tritylthymidine 95 en présence
de NaH (2 éq) avec le chloroacétate de sodium Jldégs le DMSO donne le produit O-
alkylé 96 majoritaire (34%). Cependant, une quantité comalidé de produit N-alkyl®7 est
aussi formée ainsi qu’'un peu de produit N- et Okglla 98. De plus, il apparait que le
groupement trityle n’est pas completement stahies dizs conditions de la réaction.

(0]

(6] (0]
9 | NH | N coH | N co,H
NaH 2 éq /& /& /&
[N CICH,CO,Na  TrQ o o TrQ o o TrQ o o
/g DMSO anhydre
TrO o + +
O N N o
\\d o} HO o§

HO >

HO,C HO,C

95 96 97 98
(maj)

Schéma 26Réaction décrite par M. H. Halford et A. S. Jones.
Cette réaction a ensuite été réutilisée en 199%pad. Greenberg (Schéma 27§ La

réaction de la 50-diméthoxytritylthymidine89 avec le chloroacétate de sodium permet
d’obtenir le produit O-alkyl&8 avec un rendement de 97%.

7 Halford, M. H.; Jones, A. §. Chem. Soc. (()968 2667-2670.
178 Greenberg, M. MTetrahedronl 995 51, 29-38.
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0]

NH

NaH 2 éq | /g

| NH CICH,CO,Na DMTO o

/g DMSO anhydre o
DMTO o ——
@]

97%
)

HO
HO,C

89 88
Schéma 27Réaction décrite par M. M. Greenberg.

La réaction d’O-alkylation a également été utilisims la synthese de dinucléosides
de thymidine liés par liaison amide (Schéma'$8).a 5-O-diméthoxytritylthymidine89 est
ici traitée avec du NaH (5 éq) et de l'acide (R)(8) 2-chloropropionique (25 éq) dans un
meélange DMF / dioxane 1:1 pendant 14h a 65°C. loglygt désiréd9 est obtenu avec un

rendement de 65% pour I'isomére (R) et de 55% pisomere (S).
o DMTO o1

o NaH 5 éq
acide (R) ou (S) | H )
NH  chloropropionique 25 éq /§ O\\
| /g DMF / Dioxane bMTCQ f0) 0
DMTO o o)
14h, 65T °
\ 65% pour (R) os H o I
3 55% pour (S)
HO >\

Schéma 28Réaction décrite par G. Picciadi al

La réaction d'alkylation avec un-bromoacétate d’'alkyle permettant I'introduction
d’'un groupement ester en position 3’ n’a jamaisdéeérite sur la thymidine ne portant pas de
groupement protecteur sur la base. Nous avons testééaction sur la 50-tert-
butyldiméthylsilylthymidine 100, synthétisée avec un rendement de 85% a partitade

thymidineé’® (Schéma 29).

91, X.; Zhan, Z.-Y. J.; Knipe, R.; Lynn, D. G. Am. Chem. So2002 124, 746-747.
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TBSCI 1,1 éq
Imidazole 2,2 éq | NH
DMF anhydre /g
Thymidine TBSQ o @)
85%

0
NaH 2,4 éq | N >co,t-Bu | N~ co,tBu
BrCH,CO,t-Bu /§ /§ /§
TBSO TBSO TBSO

1,1 éq

¥BuO,C t-BuO,C
101 102 103
Schéma 29Etape d’alkylation.

Le composéL00 est mis en présence de NaH et le mélange eseamtiv ultrasons.
L’ a-bromoacétate deert-butyle est ensuite ajouté. Le milieu réactionrstl agité une nuit a
TA. L'utilisation d’au moins 2 €g de NaH est justipar le fait que le proton du NH (pKa =
9) est plus acide que celui du OH (pKa = 16). Sutiia solvant utilisé, les résultats sont
légerement différents (Tableau 4). En présence HE, Ta réaction est incomplete et le
produit majoritaire est le produit N-alkylé. En peédce de DMF, la conversion est totale et le
produit N-alkylé est obtenu avec un rendement d&.83’aprés une étude réalisée par R.
Zerrouki et al,'® les solvants & haute constante diélectrigglecomme le DMF & = 37)
conduisent exclusivement a la réaction de N-aligthatontrairement aux solvants a faible
constante diélectrique comme le TH#& £ 7,6) qui conduisent plutdét a la réaction d’'O-
alkylation. Dans notre cas, le produit d’O-alkydaiilO1n’a pas pu étre isolé.

Produit N-alkylé  Produit N- et O-dialkylé

Essai Solvant 102 103
1 THF 45% 8%
2 DMF 83% 3%

Tableau 4.Essais d’alkylation.

Il est & noter que les produits N- et O-alkylé gmmcipalement différenciés par RMN
13C. En effet, le déplacement chimique d’'un G#ha d’'un atome d'azote est d’environ 40
ppm alors que celui d’'un GHno d’'un atome d’oxygéne est d’environ 65 ppm.

La réaction d'alkylation a été réalisée sur laCBtritylthymidine 95 (Schéma 30Q)
synthétisée avec un rendement de 37% en présenteCllelans la pyridine a reflux. En

180 Teste, K.; Colombeau, L.; Hadja-Bouazza, A.; Lugas Zerrouki, R.; Krausz, P.; Champavier,Garb. Res.
2008 343 1490-1495.
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reprenant les conditions précédentes (NaH 2,6 EQHECOEt 1,1 éq), le produit N-alkylé
105a été obtenu avec un rendement de 37%.

ro

NaH 2,6 éq

O
NH p
\fl BrCHZCOZEt 1,1¢éq
TrO THF
ﬁ O

HO 2 HO
95 104 105
Schéma 30Etape d’alkylation.

A partir de la 5’O-diméthoxytritylthymidine89, les résultats sont identiques quels
gue soient les quantités de réactifs introduite &#mps de réaction (Schéma 31).

o) o) 7
P
N N NH
DMTQ
DMTO /go DMTO N/go + PMTQ & 0 0 o
~ T *

/0 /=0
EtO,C EtO,C
89 106 107 90
majoritaire trés minoritaire

Schéma 31Essais d'alkylation. Réactifs et conditions : N&HCH,CO,Et, THF ou DMF.

Un essai reprenant les conditions décrites par MGkéenberf® a été réalisé. Une
solution de 5'©-diméthoxytritylthymidine89 dans le DMSO est ajoutée a une suspension de
NaH (2,4 éq) dans du DMSO a TA. Apres 1h, une swiule bromoacétate de sodium (1,2
€Q) est ajoutée et le mélange réactionnel est pgitdant une nuit. La réaction est incompléte
et le reste méme apres un temps de réaction p@I@purs). Apres traitement, la RMN du
brut réactionnel montre la présence du produit Ky}al108 (pic & 42,1 ppm en RMN’C

dans le DMSO-glcorrespondant au N-GH
0

o)
PN
[ NH NaH2¢q |\ COH
_K._ BrCH,CONa12¢q A
DMTO\\@‘ O DMSO anhydre DMTOK@ O

HO HO
89 108
Schéma 32Essai d'alkylation avec le bromoacétate de sodium.

I11.2.b. Protection de la base

Vu les échecs d’O-alkylation dus a la formationpdeduits N-alkylé non désirés, le
NH de la base peut étre protégé. L'équipe de FCaak'®! a utilisé cette méthode (Schéma
33). En partant de la ®-tert-butyldiphénylsilylthymidine, la position N-3 est

181 Teng, K.; Cook, P. DJ. Org. Chem1994 59, 278-280.
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régiosélectivement protégée avec le chlorure dezfdexy)méthyle (BOMCI). Le produit N-
protégél09 est ensuite alkylé en présence-tifomoacétate d’éthyle pour donner le produit

désirél10avec un rendement de 76%.
o)

0
_BOM _BOM
| /’L NaH | /’L
5 BICH,COEt  1ppPSO
0

TBDPSO o
DMF o
—_—_—
76%

HO o)

EtO,C
109 110
Schéma 33Réaction décrite par K. Teng et P. D. Cook.

La réaction a également été décrite sur l'uridinetégéelll (Schéma 34)*2 En
présence de NaH (2,2 éq) etidiromoacétate de méthyle (5 éq) dans le DMF perttiahta

-5°C le produit désiré12 est obtenu avec un rendement de 98%.
0 o)

([QN/BOM NaH 2.2 &6 ([LN/BOM
/& BrCH,CO,Me 5 éq /&
/\(i\/P o} DMF, 1,5h, -5C /\@ o)
P P

S \_/ 98% s \__/

\ s - \ s 2
\( O OH \( 0 o—

~gi O Ssic

\( >/ \( >/ Co,Me

111 112
Schéma 34Réaction décrite par B. Cuenoetal.

Nous avons donc voulu protégé le NH de la thymiirede pouvoir ensuite réaliser la
réaction d’O-alkylation. Dans la littératut® la protection temporaire du N-3 de la thymine
avec un groupement silyle a été développée damstlde pouvoir ensuite alkyler la position
N-1 (Schéma 35).

i- BSA, MeCN

0
0
Reflux, 12h NH
NH ii- BrCH,C=CH | /K
| /g Reflux, 16h X0
N O 89%
=
C.Lenal

Schéma 35Réaction décrite par

Nous avons donc repris ces conditions pour un gssdiminaire afin de vérifier la
sélectivité de la réaction. En mettant la Gtritylthymidine 95 en présence dé&l,O
bis(triméthylsilyl)acétamide (BSA) dans de l'acétdle anhydre a reflux, un nouveau
produit est obtenu aprés 45 min, le milieu est kasafroidi a TA puis a 0°C et du NaH (1,1
€q) est ajouté. Apres 45 min, de-Bromoacétate d’éthyle (1,1 éq) est ajouté et leemest

182 Cuenoud, B.; Casset, F.; Hiisken, D.; Natt, F.;/\\RI M.; Altmann, K.-H.; Martin, P.; Moser, H. Bngew.
Chem. Int. Ed1998 37, 1288-1291.

183 Hamon, F.; Violeau, B.; Turpin, F.; Bellot, M.; Beiller, L.; Djedaini-Pilard, F.; Len, Gynlett2009 2875-
2879.
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agité une nuit a TA. Apres traitement et purifioatiun nouveau produit est obtenu avec un
rendement de 80% (Schéma 36). L'analyse Ri#tNet *C permet d'identifier le produit
obtenu. Il s’agit du produit N-alkyl&13 et non du produit O-alkyl&04. De plus, une petite
guantité de produit silylé en position 3’ (compddd) a été obtenue et identifiée. En effet, la
liaison O-Si est priviligiée car elle est plus #odt donc plus stable qu’une liaison N-Si.

Ce résultat est a comparer avec celui obtenu peéwéent (Schéma 30, p. 88) dans le
cas de la réaction d’alkylation « classique ». &edement de la réaction a pu étre amélioré
significativement (de 37% a 80%).

i- BSA 3éq
MeCN

Reflux 45 min
ii- NaH 1,1 éq

/g 0<C, 45 min

iii- BrCH CO,Et
1,1 éq, 12h

N
N

HO

@)

95 104 113 114
80% 12%

Schéma 36Essai d'O-alkylation.

Afin de réaliser la protection du NH de la thymiglimotre choix s’est porté sur le
groupement benzoyle. Le chlorure de benzoyle (Bz@i3ponible au laboratoire, est
largement utilisé pour la protection des nucléaside base pyrimidiqué* La 5-O-
diméthoxytritylthymidine89 est mise en présence de triéthylamine (2 éq) &z (1,5 éq)
dans du DMF anhydre. Le produif6 comportant le groupement benzoyle en position 3’ a
été obtenu avec un rendement de 34% a la placerdpasé désiré N-benzoyld s

o)

NH BzCl 1,5 éq NBz NH

/& Et,N 2 éq /§ | /&
DMTO o DMTO

DMTOK@V o DMF anhydre
—_——

S
N

HO

89 115 116
Schéma 37Essai de protection de la base avec un groupdmeeazbyle.

Les conditions décrites par G. H. Veenersnal!® (BzCl 1 éq, DIPEA 2 éq,
pyridine, 1h a TA) qui permettent [I'obtention de |a3-N-benzoyl-5O-
diméthoxytritylthymidine avec un rendement de 85ft également été testées. La réaction
s’est révélée incompléte (conversion < 50%) entldvec un temps de réaction plus long, un
mélange de produits a été observé en CCM.

Il est intéressant de noter que la réaction de Mtpdation a été étudiée sur l'uridine
et la thymidine en 2002 par I'équipe de A. R. Maglfi® A partir de la 2',3'0,0-
isopropylideneuridine, les conditions classique€BZEN, CH,Cl, donnent le produit N-

184 Sonveaux, E. IMethods in Molecular BiologyAgrawal, S., Ed.; Humana Press Inc.: Totowa, 1994; Vol.
26, p 1-71.

185 veeneman, G. H.; Van Der Marel, G. A.; Van Dentgt; Van Boom, J. HTetrahedron1991, 47, 1547-
1562.

186 Maguire, A. R.; Hladezuk, |.; Ford, £arbohydr. Res2002, 337, 369-372.

90



CHAPITRE 1lI Thymidine acide

benzoylé avec un rendement de 56%. En revanchendglaathymidine réagit dans ces
conditions, la protection sélective du N-3 n'a phsu et le produit 3',5-di©-
benzoylthymidine est obtenu avec un rendement &e @4le dérivé tri-benzoylé est obtenu
avec un rendement de 3%. Afin de procéder a lagption sélective du N-3 de la thymidine,
'équipe de A. R. Maguire a repris une stratégiessemen place par I'équipe de H. G.
Khorand”® pour la synthése de Ib-benzoyldésoxycytosine. Cette stratégie implique un
passage par le produit tri-benzoylé puis une déptioin sélective des groupements

protecteurs esters (Schéma 38).
0 o}

O
BzCl 3,6 éq
NH DMAP cat. NBz NaOH 1M 2,2 éq | NBz
| /g Pyridine | /g Pyridine /g
HO TA, 9h BzQ TA, 1 nuit HO
o) °© - - 0 © 0o ©
89% 92%

HO BzO HO

T BnOH, 90T, 30h I

82%
Schéma 38Réactions décrites par A. R. Maguéteal

Dans le but d’avoir une synthése plus rapide ddyitdN-benzoylé désiré, nous nous
sommes tournés vers les conditions précédemmensmaisplace (Schéma 36) qui utilisent la
protection temporaire du OH en 3’ par un groupenmshtie (utilisation du BSA). En
reprenant ces conditions (Schéma 39), I'interméelisilylé en position 3’ est d’abord obtenu,
puis en présence de triéthylamine et de BzCl, ¢alyt N-benzoylé est formé. L'ajout de
TBAF dans le milieu nous permet d'obtenir le pradiésirél1l5avec un rendement de 62%
apres purification par chromatographie sur colonne.

0

i- BSA 2 éq, MeCN
NH ReﬂUX, 45 min NBz
| /& ii- BzCl 1,2 éq | /§
DMTO o Et;N 2 éq DMTO o
o) TA, 12h o)

TA, 1h N

62%
89 115

Schéma 39Protection du NH de la base par un groupementdyész

Dans la littérature, des conditions similairesisdiht la protection par un groupement
silyle ont été décrites. En 1983, une équipe sséfdi décrit une procédure générale « one-
pot » pour la synthése de dérivés uridine protég@ésposition N-3 par un groupement
benzoyle (Schéma 40).

187Welch, C. J.; ChattopadhyayaAtta Chem. Scand983 B 37, 147-150.
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0 e
| /’E i- TMSCI (ILNBZ
HO ii- BzCl HO /&
o o

iii- H,0 o o
& " 70% W+ .

HO  OH HO  OH
Schéma 40Réactions décrites par C. J. Welch et J. Chattoaa.

En 1987, I'équipe de M. Sekitf€ a décrit la réaction sur la thymidine. En deux
étapes, le produit N-benzoylé est obtenu. La praméape consiste en la réaction de la
thymidine avec le TMSCI (2,5 éq) en présence dsogdiopyléthylamine (5 éq) dans la
pyridine puis apres 1h du BzCl (1,5 éq) est ajo@@and le mélange est traité avec une
solution de dihydrogénophosphate de potassium, fdeduit 3-N-benzoyl-3',5-0,0
ditriméthylsilylthymidine précipite avec un rendemale 98,5%. La déprotection s’effectue
ensuite en présence d’acide trifluoroacétique (T&&)s un meélange chloroforme / méthanol
pour donner le composéNBbenzoylthymidine avec un rendement de 94%.

[ll.2.c. Synthese de la N-benzoyl-5-O-diméthoxytrityl-3’- O-
éthoxycarbonylméthylthymidine

La 3-N-benzoyl-5"O-diméthoxytritylthymidine115 a donc pu étre obtenue et des
essais d’alkylation ont été réalisés afin d’intriodle groupement ester sur la position libre en
3’ (Schéma 41).

EtO,C

115 117
Schéma 41Etape d'O-alkylation sur la thymidine protégée esipon N-3.

Les conditions classiques ont tout d’abord étéess{Essai 1 - Tableau 5). Elles ne
nous ont pas permis d’obtenir une conversion totdlseulement une trace d’'un nouveau
produit est observée. En augmentant le nombre Valgmts (Essais 2 et 3), la réaction reste
incompléte et apres purification par chromatograpbur colonne, seulement quelques
milligrammes d’un produit impur ont pu étre obtenN®us n’avons cependant pas pu isoler
le composé désirEl7 pur. En changeant le solvant THF pour du DMF, awneancement de
la réaction n’'a été observé (Essai 4).

188 Sekine, M.; Fuijii, M.; Nagai, H.; Hata, Bynthesid987, 1119-1121.
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Essai Conditions Résultats
NaH 1,2 éq A e R
1 ecnCoRideq | fresZious dadion noonpie
THF anhydre
NaH 2,5 éq Apres 2 jours, réaction incomplete
2 BrCH,CO,Et 3,4 éq Obtention de quelques mg d’'un
THF anhydre produit impur
3 BrICH,COEL S eq Avancement < 50%
THF anhydre Non purifié
NaH 3 éq
4 BrCH,CO,Et 2,6 éq Apres une nuit, pas d’avancement

DMF anhydre

Tableau 5.Essais d’alkylation du compogé5.

Au vu de ces résultats, nous avons choisi de dgpetaune nouvelle voie de synthése
menant a la thymidine acide. Dans la littératueerdaction d’alkylation avec le bromure
d’allyle a été décrite et étudiée comme nous allengoir. A partir de la 3©-allyl-5’-O-
diméthoxytritylthymidinel18 nous pouvons envisager a l'aide d’'une coupuredamie, la
formation de I'aldéhyd&19. Puis I'oxydation de I'aldéhyde en acide nous pedtra d’obtenir
la thymidine acid@8 désirée.

0]

O N [N [ NH
NH DMTO /& DMTO /& DMTO N/g
\fl . o o o) o o)
DMTO o —_— —
O R
5

K 5

(0]
HO
< g “OTQ
O O
89 118 119 Thymidine acide

88
Schéma 42Nouvelle synthése envisagée pour I'obtention dbyenidine acide.

[11.2.d. Synthese de la 3©-allyl-5’- O-diméthoxytritylthymidine

La synthese de la 3-allyl-5’- O-dimeéthoxytritylthymidine118 peut étre realisée a
partir de la 5’©-diméthoxytritylthymidine89 en présence de NaH et de bromure d’allyle.
Cette réaction a été deécrite dans la littérature.

En 1991, I'équipe de J. Chattopadhy&ya décrit la réaction sur les position 2’ et 3’
de dérivés de l'uridine (Schéma 43). La réactidrréaisée dans le THF en présence de NaH

189Wu, J.-C.; Xi, Z.; Gioeli, C.; ChattopadhyayaTatrahedrorl991, 47, 2237-2254.
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a 80% (2,5 éq) et aprés 15 min d’activation aurastins, du bromure d’allyle (2,5 éq) est
ajouté. Les produits désiré0et121ont été obtenus avec des rendements de 72%.

MMTO MMTO MMTO MMTO
U )
(6] 0]
I

R 72% R
PhSe PhSe HO SePh Q SePh

/ \

120 121

Schéma 43Réactions décrites par J. Chattopadhyatya. Réactifs et conditions : NaH 2,5 éq, THF anhydre,
ultrasons 15 min puis bromure d’allyle 2,5 éq, BA,

En 1997, I'équipe de S. B. Mand#l a voulu réaliser cette réaction sur laGs'-
tritylthymidine 95. En présence de NaH (2,5 éq) et de bromure da(B/)5 €q) dans le DMF,
le produit122 disubstitué en position N-3 et en position 3'-Oté@ @dtenu avec un rendement
de 75% (Schéma 44).

0

Bk | NN
/& NaH 2,5 éq /§
TrQ o o BrCH,CH=CH,25¢éq TrQ o o
DMF anhydre, 20h

75%

o
95 < 122

Schéma 44Réaction décrite par S. B. Mandsilal.

S
N

HO

Une autre voie de synthése utilisant des réactilenprotection et de déprotection a
donc été mise en place (Schéma 45). Le produired@®i3 protégé avec un groupement
benzyle en position N-3 est finalement obtenu estrguétapes avec un rendement global de

NBn

79%.
o}
r X ‘A SRS
Tro Tro Tro Tro LS o
HO' AO AO HO' Q
95 g
\

123
Schéma 45Réactions décrites par S. B. Mandahl. Réactifs et conditions : a) 4@, pyridine, 12h ; b) BnBr,
NaH, DMF, 5h ; ¢) NaOMe, MeOH, 10°C, 2h ; d) bromarallyle 5 éq, BiN"Br 0,1 éq, CHCl,, NaOH 50%,
10h.

En 2002, la réaction d’allylation sélective surxhgéne en 3’ de la thymidine a
finalement été décrite par I'équipe de J. LebretBohéma 463 Le composé 50-tert-
butyldiméthylsilylthymidinel00 est mis en présence de NaH et de bromure d'allgies le

0Bar, N. C.; Patra, R.; Achari, B.; Mandal, S.Tetrahedronl 997, 53, 4727-4738.
1 Montembault, M.; Bourgougnon, N.; LebretonTétrahedron Lett2002 43, 8091-8094.
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THF. Ces conditions utilisant I'activation par akons sont celles décrites par J.

Chattopidhyayat al*®° Elles permettent I'obtention du produit dési avec un rendement

de 80% avec seulement 10% de produit di-aldy6 et 10% de produit de dépd0. Ces

conditions semblent donc minimiser la formatiorpdeduit N-alkylé.
0

(0]
0] N
NaH, activation | NH | N
NH  Pparultrasons, 40C 1gso /K /&
| /g BrCH,CH=CH,, 4h o o TR 0 100
TBSO THF
o N o + * lo%
3 O\ O\\
HO g 8
100 124 125
80% 10%

Schéma 46Réaction décrite par J. Lebretenal.

Un autre mode opératoire semble également permlattfermation du produit O-
alkylé. En 2007, I'équipe de M. Sekifié a décrit la formation de la ®-allyl-5'-O-
diméthoxytritylthymidine 118 de la maniére suivante: a une solution deOb'-
diméthoxytritylthymidine89 dans le THF, du NaH et du bromure d’allyle somusgs et
aprés 90 min a TA, le composé dédil8 est isolé avec un rendement de 70%.

En 2008, I'équipe de R. Zerroukt al’®® a tenté d’expliquer la régiosélectivité de la
réaction d'alkylation. La réaction dans les comdit de J. Chattopidhyayet al*®® en
présence de NaH (2,5 éq) et de bromure dallyl® @) dans le THF sous activation
ultrasons conduit au composé@-allylthymidine 124 avec un rendement de 95%. La méme
réaction dans le DMF conduit au prodiig5 dialkylé en positions N-3 et 3’-O. L'utilisation
de 1,2 éq de NaH et de 1,2 ég de bromure d’allglenpt I'obtention du seul composéNs-
allylthymidine 126 avec un rendement de 95%. La régiosélectivité temépendre de la
constante diélectrique du solvant utilisé pour daction. La réaction a été réalisée dans
d’autres solvants comme le dioxane, le dichloromuégh le 1,2-dichloroéthane et le DMSO
pour vérifier cette hypothése. Il se trouve quedae la constante diélectrique du solvant est
inférieure a 10 (cas du dioxane, THF et dichlordragt), le produit O-alkyld24 est
exclusivement obtenu. Il faut noter qu'un excéNaél et de bromure d’allyle est nécessaire
a l'obtention de bons rendements. L'utilisation deantités quasi-stoechiométriqgues de
réactifs conduit a des rendements tres moyens.ndapg dans le cas des solvants a haute
constante diélectriqgue (DMF, DMSOQ), un excés detiaconduit au produit di-alkyl&25 et
il faut travailler en quantités quasi-stcechiomeies pour obtenir exclusivement le produit N-
alkylé 126.

192 Seio, K.; Terada, T.; Mizuta, M.; Ohkubo, A.; Tabi H.; Sekine, MHelv. Chim. Acta2007, 90, 1946-
1965.
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(0]
| NH
TBSO
ﬁ O
HO

100
NaH 2,5 éq NaH 1,2 éq
BrCH,CH=CH, 2,5 éq NaH 2,5 éq BrCH,CH=CH, 1,2 éq
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Schéma 47Réactions décrites par R. Zerroekial.

126

Nous avons donc utilisé les conditions de J. Chatthyayaet al,*® qui semblent les

plus adaptées a la formation du produit désir& pour réaliser la réaction d’O-allylation. La
réaction réalisée dans le THF conduit au produ#irdél18 avec un rendement de 90%

(Schéma 48).
0 0

NH NaH 2,5 éq, THF anhydre NH
| ultrasons, 20 min |

DMTOQ o  BICH,CH=CH, 25 éq DMTOQ )\3
) 90% \

S
N

HO 0

\

89 118
Schéma 48Synthése du compo4d8
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[ll.2.e. Synthése de la 50-diméthoxytrityl-3’- O-formylméthylthymidine

L’obtention de la 5'©-diméthoxytrityl-3’-O-formylméthylthymidine119 a partir du
deérivé allylel18 peut étre realisée par une coupure oxydante (ScHOM

Nous nous sommes d’abord tournés vers les consitionrantes OsO NalO,,*% et
nous avons utilisé une procédure améliorée, déjslogree au laboratoir®, qui utilise de la
2,6-lutidine. Ces conditions ont I'avantage de réla formation de sous-produits de type
hydroxy cétones, d’accélérer la réaction et d’aométi les rendements des aldéhydes
désirés™ Nous avons donc utilisé ces conditions (Essai® Bt 3 — Tableau 6). Les
rendements obtenus aprés purification se sont @gvéloyens et lorsque la réaction est
réalisée sur de plus grosses quantités (Essai8)2les produits obtenus ne sont pas tres purs,
ce qui semble poser des problemes (réactions inédesprendements faibles) lors des étapes
suivantes. Nous nous sommes donc tournés versracédure d’oxydation en deux étap&s.
Dans un premier temps, l'alcene est converti eh elioprésence de Og@t d’'oxyde de N-
meéthylmorpholine (NMO) dans un mélange acétonel/etalans un second temps, la coupure
oxydante a lieu en présence de Nafldans un mélange acétone / tampon phosphate pkis7. C
conditions (Essais 4, 5 et 6) ont permis d’obtéaidéhyde deésird 19 suffisamment pur pour
pouvoir étre utilisé ensuite sans purification. las, les rendements sont excellents et ces
conditions se sont révélées extrémement reprodestib

. Quantité . .
Essai Composé 118 Conditions Résultats
2,6-lutidine 2,2 éq
NalO, 4,4 éq . g0
1 90 mg 0sQ; 0,1 éq Rdt = 56%
1,4-dioxane / eau 3:1
» Rdt=58%
2 870 mg Idem = Produit obtenu pas trés pur
» Rdt=66%
3 900 mg Idem = Produit obtenu pas trés pur
NMO 2 éq
0sQ, 0,1 éq
acétone / eau 3:1 . _ 260 R .
4 150 mg Puis NalQ Rdt = 78% apres purification
acétone / tampon
phosphate pH 7
5 19 Idem =  Rdt =92% sans purification
6 1649 ldem = Rdt quantitatif

Tableau 6.Essais d’oxydation.

19 pappo, R.; Allen Jr, D. S.; Lemieux, R. U.; Johmad. S.J. Org. Chem1956 21, 478-479.
¥4 yu, W.; Mei, Y.; Kang, Y.; Hua, Z.; Jin, Drg. Lett.2004 6, 3217-3219.
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0 1) NMO 2 éq
0s0, 0,1 éq
NH Acétone / eau 3:1
| /§ 2) Nalo,

DMTO e Acétone / tampon
\\@ phosphate pH7

(0]
Xt
DMTO /g
~f

R 100% S
(0] O]
< g
(0]
118 119

Schéma 49Etape d'oxydation par coupure oxydante.

[l1.2.f. Obtention de la thymidine acide

L’obtention de la thymidine acid@8 peut se faire a partir du composE9 via une

réaction d’oxydation.
0 0

| NH | NH

A A

DMTO DMTO
] © o] ©
—_—

o 0
g ”OTQ

o] @]

119 Thymidine acide

88

Schéma 500btention de la thymidine aci@s.

Différentes conditions sont a notre disposition rpaaliser cette étape d’oxydation.
La premiére option est I'utilisation d’un traitemieau NaClQ.'*>*°®Ces conditions ont été
utilisées pour des étapes d’oxydation sur de nomxbreucléosided****®1%" La seconde
option est I'utilisation des conditions TEMPO, BAI& Ces conditions ont été décrites pour
I'oxydation de I'hydroxyle en 5’ des nucléosidesiima 515° et réutilisées ensuite sur
d’autres nucléoside§®2%0-202

% Dalcanale, EJ. Org. Chem1986 51, 567-569.

1% Boger, D. L.; Borzilleri, R. M.; Nukui, SI. Org. Chem1996 61, 3561-3565.

197%u, Q.; Katkevica, D.; Rozners, E.Org. Chem2006 71, 5906-5913.

1% De Mico, A.; Margarita, R.; Parlanti, L.; Vesco®,; Piancatelli, GJ. Org. Chem1997, 62, 6974-6977.

199 Epp, J. B.; Widlanski, T. . Org. Chem1999 64, 293-295.

20Rozners, E.; Xu, Qrg. Lett.2003 5, 3999-4001.

21 Rozners, E.; Liu, YJ. Org. Chem2005 70, 9841-9848.

202 Mei, H.; Xing, L.; Cai, L.; Jin, H.-W.; Zhao, PYang, Z.-J.; Zhang, L.-R.; Zhang, L.-Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2008 18, 5355-5358.
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O

HO B TEMPO 0,2 éq HO B
o BAIB 2,2 éq o
MeCN / H,0 1:1
+ < _—

OXO de

Schéma 51Réaction décrite par T. S. Widlangkial

W mm

Nous avons donc testé dans un premier temps I'dioyd@n présence de NaGlO
Dans les conditions NaC}®,3 éq, NakPPO, 7,6 éq, 2-méthyl-but-2-éne / t-BuOH 1:4,(4
nous observons en CCM la présence d’un produit pilsire (sans doute I'acide dés88)
mais également I'apparition d’une tache moins pelai

En parallele, nous avons testé les conditions TEMB®@IB et ces conditions
semblent donner une réaction plus propre. Ceperafags traitement, les analyses CCM et
RMN montrent que le produit obtenu n’est pas tn@s Pne purification par chromatographie
sur colonne semble difficile en raison de la ptdadu produit. De plus, il est impossible
d’augmenter la polarité de I'éluant avec de l'acadetique puisque le groupement DMT est
sensible en milieu acide. Pour résoudre ce prohlames avons décidé de transformer I'acide
obtenu en ester méthyliqu7 puis, par une étape de saponification, le monoitigraidine

acide88 sera régénéré (Schéma 52).
0 o)

Tm e L
ﬁ

o)
g Meo\\g Ho\\g
0] 0] (0]
119 127 Thymidine acide
88

Schéma 52Synthese de la thymidine acifi8. Réactifs et conditions : a) i-TEMPO 0,2 éq, BAIEqg, MeCN /
H,O 1:1, 2h; ii-NaHCQ 3 éq, CgC0O; 0,5 éq, Mel 1,5 éq, DMF, 36h, 64% ; b) LiOH 1,6 &pOH, 3 jours,
90%.

L’ester méthyliquel27 est synthétisé a partir de I'acide carboxyliquepetsence de
NaHCQO; et de iodométhane. La conversion n'est pas totplelque soit le nombre
d’équivalents de réactifs introduits. Nous avonsdotilisé une base plus forte (le carbonate
de césium) pour augmenter le taux de conversiobl¢da 7). Cependant, si la quantité de
CsCO; utilisée est trop importante, le produit méthytépasition N-3 se forme. Un ajout de
0,5 éq de C£O; permet donc d’obtenir le compo$27 avec un rendement de 64% sur deux
étapes.
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Essai Bases utilisées Rendement

1 NaHCG; 50%

35% + 18% de produit
O- et N-diméthylé

64%

2 CsCO3

NaHCG;
+ 0,5 éq de GEO3

Tableau 7.Optimisation des conditions de I'étape d’estéaiiion.

3

Enfin, une réaction de saponification (LIOH 1,6 8gOH) permet la conversion du
dérivé este27 en monomere thymidine aci@®8 avec un rendement de 90%. Ce compose
est obtenu suffisamment pur pour étre engagé détepé de couplage permettant la
formation de dimeres de thymidine liés par liaidboxy amide.
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V. Synthese de diméres de thymidine

L’obtention des monomeres thymidine acil® et thymidine oxyamineB2 nous
permet d'envisager la synthése de diméres de thigeiliEs par liaisorN-oxy amide. La

formation de la liaisoN-oxy amide peut étre envisagée par réaction delagepeptidique.
o}

DMTO\\d
OH
Thymidine acide 88 Couplage peptidique :8 \(lk
H
+
N\
o H Q o
\kaH
H,N~q /§

o (0] TBSO

Dimeére de thymidine 78
TBSO

Thymidine oxyamine 82

Schéma 53Synthése par couplage peptidique de diméres deidime liés par liaisoN-oxy amide.

IV.1. Couplage peptidique : rappels bibliographiques

Au cours d’un couplage peptidique visant a synsleétun dipeptide AAAA, a partir
de deux acides aminés Aat AA, convenablement protégés, I'acide carboxylique e @ést
dans un premier temps activé puis réagit avecriation amine de AA(Schéma 54).

i. Activation de AA;

R R" ! R o
., ii. Couplage H
OH oP N
P—N T HN P—N OP'
H H
O 0 O R

AAl AA2 AAl-AAZ

Schéma 54 Couplage peptidique (R’ et R” : chaines latérales acides aminés, P et P’ : groupements
protecteurs des fonctions acide carboxyligue ehame réagissant pas dans le couplage).

Afin de synthétiser des peptides avec les meilleeinslements possibles, la réaction
de couplage peptidiqgue doit étre la plus efficacsspple. D’'une part, I'activation doit
conduire a la formation de la liaison peptidique@ade tres bons rendements (>95%), ce qui
implique un minimum de produits secondaires etaaréine facilité de purification. D’autre
part, une attention particuliere doit étre portéelaaminimisation du phénoméne de
racémisation au cours du couplage peptidique. t@mgation peut avoir lieu a la position C-
terminale d'un résidu d’acide aminé lors du couplamptidique (Figure 70). Pendant le
couplage, un intermédiaire oxazolone est susceptiblse former (Schéma 55). La base est
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alors capable d’arracher le protonenu carbonyle pour conduire a un énolate plan,uie g

entraine la perte de la chiralité.
R

H/,,
A X
R'—N
H

O

Figure 70.Représentation d’'un acide aminé et mise en évaldnacarbone asymétrique ed’un groupement
électroattracteur.

m . ] R
:E\’\“\/g%jx —B>RI )N\)lo.g:) + R.)NL/SFO R, R.iuj\g/NHR"

’Ei?H

Eas Hﬁj

Schéma 55Racémisation par formation d’un intermédiaire oxeme.

Des méthodes ont donc été développées pour miminise phénomene de
racémisation. Une des méthodes tres utiliséesassivhtion aux moyens de carbodiimides.
Cette méthode a différents avantages : ces réadiifisrelativement peu codteux, I'activation
est réaliséen situ ce qui permet de s’affranchir d’isoler l'intermanle active, et enfin, de
nouvelles méthodes combinant les carbodiimides asles réactifs suppresseurs de
racémisation et plus réactifs vis-a-vis de I'amysel (tels que HOBt ou HOAt) se sont
développées.

La méthode aux carbodiimides a été présentée pquemiére fois par J. C. Sheehan
et G. P. Hess en 195% IIs ont introduit leN,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) comme
nouvel agent de couplage. Depuis, un grand nombdieatbodiimides ont été mis au point et
parmi les plus utilisés on trouve e (3-diméthylaminopropyIN’-éthylcarbodiimide (EDC),
le N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) ou encore IecyclohexylN’-isopropylcarbodiimide
(CIC) (Schéma 561

~ e
RONZEENTR QN:C:N@ T/\/\N_C_N/\ HCI
DCC

carbodiimide EDC

(o, N

CiC DIC
Schéma 56 Carbodiimides les plus employés lors des réactiensouplages peptidiques.

203 gheehan, J. C.; Hess, GJPAmM. Chem. Sot955 77, 1067-1068.
24 Han, S.-Y.; Kim, Y.-A.Tetrahedror2004 60, 2447-2467.
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Dans un premier temps, l'activation par un carboiglle conduit au compose-
acylurée (Schéma 57§>2%

o L o §
S et e
A~ Cc o—C
RO I [
) )

R' R’

carbodiimide O-acylurée

Schéma 57Formation de |®-acylurée.

A partir de cet intermédiair®-acylurée tres réactif, un transfert du groupe e@egt possible
et conduit a laN-acylurée (Schéma 58).

v ¥
ITIH ITIH
o—C - Oo=C
g‘:@m e
R’ R R
O-acylurée N-acylurée

Schéma 58Formation de IdN-acylurée.

La N-acylurée n’est pas réactive face a I'amindf{set constitue donc un produit
secondaire non désiré. C’est pourquoi 'utilisatiban nucléophile qui réagit tres rapidement
sur 'espéce activé®-acylurée s’est imposeée. Les premiers résultats sygparus des 1966
avec I'utilisation de IaN-hydroxysuccinimid&® puis duN-hydroxybenzotriazole en 1970 par
W. Konig et R. Geigef® L'intérét est d’obtenir des esters activés quiidirent la durée de
vie de I'intermédiaireD-acylurée et limitent les réactions secondairegraesfert d’acyle ou
d’épimérisation (Schéma 59).

T N N
O N=
EH'6>\—R LN j@ P
4 N , P
[ /N R o]
N HO
R
O-acylurée HOBt Ester activé

Schéma 59Formation de I'ester activé.

Enfin, I'ester d’HOBt formé accélére I'étape d’amlyse, ceci par une catalyse acido-
basique mettant en jeu les azotes de HOBt (Sch@na 6

2% Rebek, J.; Feitler, QL. Am. Chem. Sot973 95, 4052-4053.

2% Rebek, J.; Feitler, QL. Am. Chem. Sot974 96, 1606-1607.

2" De Tar, D. F.; Silverstein, R. Am. Chem. Sot966 88, 1013-1019.
208\wiinsch, E.; Drecs, Ehem. Ber1966 99, 110-120.

29 Konig, W.; Geiger, RChem. Ber197Q 103 788-798.

103



CHAPITRE 1l Diméres de thymidine

Ester activé
Schéma 60Etape d’aminolyse.

En 1993, L. A. Carpird® a introduit un dérivé d’'HOBt, le 1-hydroxy-7-
azabenzotriazole (HOAt). HOAt (pKa 3,28) a une t@éé accrue comparée a celle
rencontrée avec HOBt (pKa 4,75). (Schéma 61)

RNH—H
//N = | <ﬂ()J\ II\I;N
N
\ N
NN R o \)}
HO AN=
RNH—H’
HOAt Ester activé

Schéma 61Réactivité d’'HOAL.

Depuis, de nombreux agents de couplage ont étdapiés. Nous pouvons citer les
sels de phosphonium, d'uronium ou encore d'iminfdfParmi les sels de phosphonium, on
trouve le benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(diméthylamjaphosphonium hexafluorophosphate
(BOPY™ et le benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phdspnium hexafluorophosphate
(PyBOP). De la méme maniere, des sels d’'uroniunétintnis au point parmi lesquelsQe
(benzotriazol-1-yI)N,N,N’,N*-tétraméthyluronium hexafluorophosphate (HBTU) oons
analogue leO-(7-azabenzotriazol-1-yiN,N,N’,N-tétraméthyluronium hexafluorophosphate
(HATU). (Schéma 62)

> o o

N

/()/P (N Mez)3 ,\{ N\*\' N\ N\*\'

Ne N p=N N E;[ N

AN o— / R / R

e e e
AN

N | \NG PFy >>N+|\/|e2 ><N+Me2

Pz N// Me,N Me,N

BOP PyBOP HBTU HATU
Schéma 62Quelques agents de couplage.

Dans le cas de la synthése des peptides d’amirodgs I'équipe de D. Yang utilise

généralement les conditions EDC, HOBt pour fornzetidisonN-oxy amide?? Mais dans

certains cas, les conditions EDC, HOAt sont autiisées®2

29 Carpino, L. AJ. Am. Chem. Sot993 115, 4397-4398.

21 Castro, B.; Dormoy, J. R.; Evin, G.; Selve, T@trahedron Lett1975 16, 1219-1222.

#2yang, D.; Li, B.; Ng, F.-F.; Yan, Y.-L.; Qu, J.; WY.-D.J. Org. Chem2001, 66, 7303-7312.

#3vyang, D.; Chang, X.-W.; Zhang, D.-W.; Jiang, Z;-6ong, K.-S.; Zhang, Y.-H.; Zhu, N.-Y.; Weng, L.:H
Chen, M.-QJ. Org. Chem201Q 75, 4796-4805.
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IV.2. Synthese de dimeéres de thymidine liés par liaiscoXy amide

Dans le but d’obtenir le dimere de thymidin® nous avons placé la thymidine acide
88 et la thymidine oxyamin82 dans les conditions de couplage peptidique (Sclé&&na
0

| NH
(0] DMTO /&O
o | tidique o
Couplage pepti
| NH plage peptaiq
OMTO A e EDC / HOXt R
+ (@]
(@]
\ \\d 0:8 \(wNH
N A
(@]
H K@ O

o
0:-\/‘ TBSO

OH

Thymidine acide 88 Thymidine oxyamine 82 S
TBSO

Dimere de thymidine 78
Schéma 63Synthese du dinucléosidd.

Les différents essais réalisés sont résumés dafdsabkau 8. Tout d’abord, une
solution de thymidine acid®@8 dans du DMF anhydre est préparée et placée sousplére
inerte a 0°C. De I'HOBt (1,3 éq) et de 'EDC (1,8)é&ont ajoutés, et apres 30 min de la
thymidine oxyamine82 (0,9 €q) est ajoutée. Apres une nuit, plusieumlyits semblent
formés et aucune des fractions isolées aprés gatidh ne correspond au produit désige
(Essai 1 - Tableau 8). Nous avons donc répété aeqmie en remplacant I'HOBt par son
analogue plus réactif, 'THOAt (Essai 2). Ceci naysermis d’obtenir le produit désir8 avec
un rendement de 94%.

Essai Agents de couplage Résultat
Plusieurs produits
1 EDC /HOBL dinucléoside78 non identifié
2 EDC / HOAt Rdt = 94%

Tableau 8.Essais réalisés pour la synthése du dinucléddde

De tels dimeres de thymidine n’ont jamais été regodans la littérature. Cependant,
I'équipe de K. Burge$s® a reporté la synthése de diméres de thymidinghésiaisonN-oxy
amide, la fonction aminoxyle étant introduite ersiion 3’ (composél28 et la fonction
acide carboxylique en position 5 (compdk#9). Le couplage peptidique a été effectué en
utilisant le BOP comme agent de couplage et le adidmside130 a été obtenu avec un
rendement de 72% (Schéma 64).

Le dinucléosidel30 a été introduit dans des séquences contenant alormeres de
thymidine, chaque séquence comportant un dinucdéolé par liaisonN-oxy amide. Le
dinucléoside est incorporé en début ou au milielade&quence. Il est a noter que la liaisbn

24 Burgess, K.; Gibbs, R. A.; Metzker, M. L.; Raghelvari, R.Chem. Commuri994 915-916.

105



CHAPITRE 1l Diméres de thymidine

oxy amide formée comporte un atome en moins quieiton phosphodiester naturelle. Les
séquences synthétisées forment des duplex staldesdas séquences d’adénosine. Les Tm
mesurés pour les séquences contenant un dinuaddsiolar liaisorN-oxy amide ont montré
des stabilités I1égérement inférieures a une ségumoin ne contenant que des liaisons

phosphodiester.
o DMTO T

o o)
NH BOP, HOBt K@
| /& | NH  N-méthylmorpholine
o /§ DMF ‘
Q o
(0]

DMTO 5
0 + H \ O
72% N o
\\“ O
2 TBDOPSO
NH, TBDPSO
128 129 130

Schéma 64Réaction décrite par K. Burgessal

Pour notre part, nous envisageons d’introduireiteede de thymidiné’8 dans des
séquences ADN et d’observer la stabilité des coxegléormés.

IV.3. Synthese de diméres de thymidine liés par liaisamae

Il nous a également semblé intéressant de syn¢hétes diméres de thymidine liés
par liaison oxime. La liaison oxime se forme pactéon de déshydratation entre un aldéhyde
et une oxyamine. Etant donné que le monomére thgmimdéhydel 19 est un intermédiaire
dans la synthése de la thymidine ac&® nous avons facilement pu faire des essais de
condensation (Schéma 65).

TBSO
Thymidine oxyamine 82 TBSd
Dinucléoside 79
Schéma 65Synthése du dinucléosid®e.

A notre connaissance, la liaison oxime comme laigemplacant la liaison
phosphodiester de 'ADN n’a jamais été étudiée. dipucléoside131 a toutefois été
synthétisé et utilisé comme intermédiaire dansyilasthese d’'un dinucléosid&32 lié par
liaison méthyléne(méthyl)imino (Schéma 68).
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RO B RO B
RO \ \
o} HN-o B 3% AcOH
o) dans CH,CI, A\ \
+ /N /N‘CHS
o=" 0
. ~"
R'O

Q B
ﬁ
RO

131 132
Schéma 66 Synthése des dinucléosidE®l et132par S. Sanghwet al

H R'O

En général, la liaison oxime est treés utilisée goactionnaliser des oligonucléotides
en y accrochant, par exemple, des oligosaccharides, peptides ou des groupements
fluorescent$™®

La ligation oxime a été mise au point en 1994 paRése en réalisant 'assemblage de
deux peptides déprotégés portant a leur extrénm& fanction aldéhyde ou une fonction
aminoxyle?'® Le mécanisme général est une addition nucléophileie de I'élimination
d’'une molécule d’eau. La réaction s'effectue erienibqueux a pH 4,6. D’autres étués'®
ont montré qu'un pH plus acide peut accélérer Bctitén mais également entrainer la
formation de sous-produits. La réaction peut égatdrdtre accélérée en présence de solvants
organiques comme le DMF ou le DMSO. Enfin, la baioxime est stable pour des pH allant
de 2 28. ApH 9, les peptides étudiés ont décoénmysdement:’

La conjugaison des oligonucléotides avec d’autreoules a notamment été motivée
par le fait que les oligonucléotides ont un failpeuvoir de pénétration a travers les
membranes cellulaires. Les peptides peuvent paengtiugmenter cette perméabilité. Des
conjugués peptides-oligonucléotides (POC) ont néorigur capacité a améliorer la
pénétration dans les cellules en augmentant laligtatdes séquences d’oligonucléotides
modifiés?™?%*

Pour notre part, nous avons donc voulu coupler aewgi€osides entre eux a l'aide de
la liaison oxime. Le condensation entre I'aldéhyd® et la thymidine oxyamin@&2 doit
s’effectuer a pH acide pour former la liaison oxif@ependant nous devons contrdler ce pH
puisque le groupement DMT est un groupement acbiel. Le premier essai effectué met en
présence les deux nucléosidd® et 82 dans un mélange tampon acétate pH 5 / THE?:1.
Malgré la présence du THF, les nucléosides sonspkibles et aucun nouveau produit n’est
observé en CCM (Essai 1 — Tableau 9).

Nous avons ensuite tenté d’acidifier le milieuade d’acide acétique. En présence de
10% d’acide acétique dans du DMF anhydre, le ptatfuilésiré est obtenu aprés purification
par chromatographie sur colonne avec un rendement78o (Essai 2 — Tableau 9). En
diminuant la quantité d’acide acétique a 1,5% (denbdut de limiter la déprotection de

215 7atsepin, T. S.; Stetsenko, D. A.; Gait, M. J.eBkaya, T. SBioconjugate Chen2005 16, 471-489.
*1%Rose, K.J. Am. Chem. Sott994 116, 30-33.

" Shao, J.; Tam, J. B. Am. Chem. Sot995 117, 3893-3899.

Z8Rose, K.; Zeng, W.; Regamey, P.-O.; Chernushevish; Standing, K. G.; Gaertner, H. Bioconjugate
Chem.1994 7, 552-556.

#9Tyng, C.-H Bioconjugate Chen200Q 11, 605-618.

29 Gait, M. J.Cell. Mol. Life Sci2003 60, 844-853.

221 3aid Hassane, F.; Saleh, A. F.; Abes, R.; Gait).M.ebleu, BCell. Mol. Life Sci201Q 67, 715-726.
222 perj, F.; Cipolla, L.; Rescigno, M.; La Ferla, Blicotra, F.Bioconjugate Chen2001, 12, 325-328.

107



CHAPITRE 1l Diméres de thymidine

I'hydroxyle en 5’ du composgl9), le rendement a été augmenté a 84%. L'utilisadiom HF
permet un traitement plus facile du milieu réaatigin(Essai 3). Lorsque la réaction est
réalisée sur de plus grosses quantités (1,1 gerndement est un peu plus faible (71%).
Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce résultat pureté des produits de départ (les
composés aldéhyde et oxyamine ne sont pas pusifeast la réaction), la formation d’eau lors
de la condensation peut diminuer la cinétique dédation.

Essai Conditions Résultat
Tampon acétate pH 5 o
1 THE Pas de réaction
10% AcOH R
2 DMF anhydre Rdt=67%
3 1,5% AcOH Rdt = 84%
THF anhydre (150 mg de composEL9)
4 1,5% AcOH Rdt =71%
THF anhydre (1,1 g de composEL9)

Tableau 9.Essais réalisés pour la synthése du comp8sé

La liaison oxime CHCH=N-O peut prendre une configuration E ou Z. D#ms
littérature, il a été rapporté que le proton du £th déplacement chimique différent en RMN
'H suivant si I'on est dans le cas de Iisomére Edeul'isomére Z%2* Sur des chaines
lipidiques, le déplacement chimique du CH de l'ogine configuration E a été décrit a 7,58
ppzrzrg en RMN du proton dans le méthangletl a 6,91 ppm pour I'oxime de configuration
Z.

En ce qui concerne notre dinucléosit® la RMN du'H dans I'acétonegdmontre la
présence d’'un meélange des deux isomeéres E et Zraspectivement un pic a 7,6 ppm et un
pic a 6,9 ppm. Ceci nous permet de déterminer tim s/ Z 3/2.

IV.4. Synthese de diméres de thymidine liés par liaisomraoxy
La liaison oxime (-CH=N-O-) peut étre réduite eaidon aminoxy (-ChHNH-O-).

Nous envisageons donc de synthétiser des dimerdbydadine liés par liaison aminoxy
(Schéma 67).

22 pejkovic-Tadic, |.; Hranisavljevic-Jakovljevic, Miesic, S.; Pascual, C.; Simon, Welv. Chim. Acta 965
48, 1157-1160.

2243un, R.; LU, M.; Chen, L.; Li, Q.; Song, H.; Bi; Fluang, R.; Wang, Q. Agric. Food Chen008 56,
11376-11391.

22 Bjswas, S.; Huang, X.; Badger, W. R.; Nantz, M Titrahedron Lett201Q 51, 1727-1729.
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o) o)
| NH | NH
DMTO /& DMTO /&
o N o o o N o o
. N g R N
¢ n, LI o 4. LI
e
TBSO TBSO
79 80

Schéma 67 Synthése du dinucléosi@e.

Dans le but de développer de nouveaux oligonudéstmodifiés pour la stratégie
antisens, la liaison aminoxy a été étudiée en @92ine entreprise américaitidLe dimére

de thymidinel33a été synthétisé par une approche radicalaire(8al68).
TrO T

o]
0 . 25 bis-(triméthylstannyl) \

N\O benzopinacolate 3 éq

K<Oj o T Benzéne, 80T, 22h \
+
\ K@' HN~g
< \ 30% o1
TBDPSO \\Q’

TBDPSO

133
Schéma 68Synthése du dinucléosid@3par Y. S. Sanghwet al

Ce dinucléosidd33 a I'avantage d’étre neutre a pH physiologique (Md&OH =
5,96) et doit pouvoir mimer le lien phosphodiester.

Le dinucléoside a ensuite été méthylé AHCH5-O-) et étudié (Schéma 69 Les
études d’hybridation indique que l'incorporatiorun’ dinucléosidel34 dans les séquences
standards a peu d'effets sur la stabilité des dufilemés (valeurs similaires aux séguences
non modifiées). Les données indiquent que I'appzei® des bases selon Watson-Crick est
aussi bon voire meilleur que dans le cas d’'un ARMIrel. La demi-vie des oligonucléotides
modifiés a également été étudiée. Sur des celHaes, la demi-vie est de 16h alors que celle
d'un oligonucléotide non modifié n'est que de 0,%bes études conformationelles ont
également été réalisé&%et ont montré la présence de deux conforméretestabune bonne
flexibilité du lien méthylene méthyl imino (MMI).

226 Mohan, V.; Griffey, R. H.; Davis, D. Rletrahedron 995 51, 6855-6868.
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TrO T TrO T
o o
HCHO
NaBH,CN
\ AcOH \
HN— . N—
o) o)
K@ - “ K@

TBDPSO TBDPSO

133 134

Schéma 69Réaction décrite par Y. S. Sangkvial

La synthese d’oligonucléotides a ensuite été mispaint a I'aide d’'un synthétiseur a
ADN automatisé>® Cette procédure a permis la synthése d’oligontidés allant jusqu’a 12
monomeres pouvant ensuite étre testés, dans teliédcouvrir de nouveaux médicaments.

Pour notre part, nous avons synthétisé un dinuidéasyant une longueur de chaine
différente de celle étudiée par Y. S. Sangitval. et nous avons utilisé une voie de synthese
différente. En effet, le dinucléosid@® est obtenu par réduction de la liaison oxime (8&he
67).

La réduction de la liaison oxime s’effectue en prnee de NaBBCN et d'acide
acétigue dans du THF anhydre (Tableau 10). Vudéddels rendements obtenus, des essais
CCM ont été réalisés dans le but doptimiser lactiéa. Ils ont montré que l'ajout de
plusieurs équivalents (jusqu’a 10 éq) d’agent réelircne permet pas un meilleur avancement
de la réaction (réaction toujours incomplete) et fajout d’acide acétique (plus de 5% dans
le THF) entraine aprés 48h une dégradation du Wfosicle avec perte du groupement
protecteur DMT en position 5’. Ces résultats retstiomc a optimiser.

Essai Conditions Résultats
NaBH:;CN 6 éq . R
» Réaction incompléete
1 2,5% CHCOOH . R0
THE Rdt = 66% sur 50 mg
NaBH;CN 4 éq e R
= Reéaction incomplete
o)
2 3% CT"E(;OOH = Rdt = 30% sur 500 mg

Tableau 10.Essais pour la synthése du dinucléo§itle
Nous avons donc pu synthétiser trois dimeres dmitlige liés par liaisorN-oxy
amide, oxime ou aminoxy. Aprés avoir phosphitylépeasition 3’, ces dinucléosides vont étre

intégrés dans des séquences ADN dans le but @ée Fesluence des liaisons introduites sur
la formation de duplex avec I’ADN naturel.

IV.5. Etude biologique des dinucléosides synthétisés

Dans un premier temps, nous avons partiellemenbtEge les dinucléosidgs8 et 79
en présence de TBAF pour obtenir les comp&8&t136 (Schéma 70).
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DMTO T
o DMTO o1
O\ \\C
TBAF 1,5 éq Q
THF
o E—— 0
\ 94%
~0 T N—g
H ﬁ H K@
TBSO HO
78 135
DMTO T DMTO T
o) o)
TBAF 1,5 éq
s THF
0 N - - o) N—
7 Q T 99% \_ 7 9 T
~ ~
TBSO HO
79 136

Schéma 70Déprotection des compose8et79.

Des tests préliminaires ont été réalisés sur lesctkosides8, 79, 80, 135et136. La
cytotoxicité des molécules a été étudiée par unbese sur la dégradation du MTT (3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium). Gest rend compte de la viabilité cellulaire.
Les résultats donnent la cytotoxicité des compapéss 48h d’incubation sur des cellules de
type HelLa P4 (Figure 71).

—m-MTT78
—te—MTT 135

100,0

% de cellules vivante:

1 Log. Concentration (uM) 10 100

Figure 71.Résultats des tests de cytotoxicité.

Le test montre que les moléculé8 79, 80 et 136 sont toxiques pour les cellules a
forte concentration (10@M). A plus faible concentration (10M), il reste 50 & 60% de
cellules vivantes aprés 48h, ce qui signifie queroelécules sont relativement toxiques. Seul
le dinucléosidel35 lié par liaisonN-oxy amide montre une faible toxicité pour les el
jusqu’a une concentration de @81 (courbe en vert foncé).
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Cette molécule a donc été testée contre le VIHekeeffectué est basé sur la mesure
de l'activité enzymatique de Ig-galactosidase qui est présente dans les cellules'gn
infecte et dont I'expression est contrélée parT®Rl(Long Terminal Repeat) du VIH. Lors de
la réplication du virus, des séquences particidiezentenant les LTR sont créées aux
extrémités de ’ADN proviral. Ainsi I'infection desellules par le virus entraine la production
de séquences LTR et donc la productionfegalactosidase. Lors du test, on regarde donc
l'activité de lap-galactosidase qui indique la réplication du viluss résultats du test montre
une activité modérée du compod85 avec 58% d’activité de If-galactosidase a une
concentration de 33M par rapport au témoin ne contenant pas le comp&s€Tableau 11).

Concentration
(rM)
% d’activité de la
p-galactosidase

0 0,33 1,0 3,3 10 33

100,0 95,4 97,8 95,7 85,0 57,9

Tableau 11.Résultats du test HIV.

Des tests sur la molécule complétement déprotégéees cours.
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V. Synthéese de dimeres de thymidine a longueur de cingiN-
oxy amide modifiée

Dans un oligonucléotide naturel, trois atomes s&pdes positions 3’ et 5’ de deux
nucléotides successifs. Ces atomes constituergisah phosphodiester. Lorsque nous avons
remplacé la liaison phosphodiester par la liaibboxy amide dans le dinucléosid®, la
longueur de chaine entre deux nucléosides suceedaif de cing atomes. Cette longueur de
chaine peut influencer I'appariement entre [l'oligoéotide modifié et son brin
complémentaire d’ADN. C’est pourquoi nous proposas synthétiser des diméres de
thymidine avec une liaisoN-oxy amide plus courte que dans le dinucléosidegat@mment
synthétisé (Figure 72).

o}

T

(@] T (e} Yo T
~ ~

-

T
(0] T o
ﬂ
d
\‘ Q

S
S

Q

Dimere 78 Dimeére 81

Liaison phosphodiester Liaison N-oxy amide

Figure 72.Présentation des différents diméres de thymidésedar liaisorN-oxy amide.

La synthese du dinucléosid&l peut étre envisagée de la maniére suivante: le
monomerel37 comportant une fonction acide carboxylique entpmsi3’ doit étre synthétisé
et couplé a la thymidine oxyamiB@ précédemment synthétisée.

o)
© 0 >/~0H TBSO
o

TBSO 137 Thymidine oxyamine 82

Dinucléoside 81
Schéma 71Rétrosynthese du dinucléoside
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V.1. Synthese de la 3'-carboxyméthyl-3’-désoxy-5’-O-
diméthoxytritylthymidine

La 3-carboxyméthyl-3’-désoxy-50-diméthoxytritylthymidine 137 présente un
carbone en position 3'. Un schéma de synthéselgessst I'oxydation de la fonction alcool
en position 3' (compos#&38) suivie d'une réaction de Wittig permettant I'imdiuction d’un
groupement ester (compok89) et puis une hydrogénation stéréosélective (Sch&pa

0

0
\ﬁk 0 0
NH
| \[U\NH
NH NH
DMTQ N)%o DMTO /K | /& | J%
o N o N o

O N (@]
j o) j DMTO o jDMTO
‘>\ /
g OH CO,Et © HO
137 139 138 89

Schéma 72Rétrosynthése du compoké?.

V.l.a. Etape d’oxydation

A partir du compos89 precédemment synthétisé, la premiére étape estdiion de
la fonction alcool en 3'. Cette étape d’oxydatioété décrite dans la littérature.

En 1965, K. E. Pfitzner et J. G. Moff&ttont découvert par hasard I'instabilité des 3'-
oxonucléotides. En voulant polymériser la@phosphorylthymidine en présence de DCC,
ils ont utilisé le solvant DMSO a la place de laigine et ils ont rapidement observé un
milieu réactionnel coloré et un dégagement gazemxr&. Le produit formé, isolé par
cristallisation, a été identifié comme étant lantiitye. Aprés 15 min seulement, tout le produit
est dégradé et une coupure de la liaison N-glyampsédest observée.

Aprés étude, il s’avére que la réaction d’élimioatse produit uniguement lorsque
'hydroxyle en 3’ est libre, ce qui laisse envisagme élimination spontanée de la base
lorsque la position 3’ est oxydée en cétone (Schésha

O O

| NH | NH

RO *
A, ovda A °
oxydation
RO —_— RO e + NH
0 © 0 © J | /§
0 N O

HO o

Schéma 73Dégradation des composés 2’-désoxy-3’-oxonucléstid

En 1965, I'équipe de A. S. Jori&sa rapporté I'oxydation de la ®-tritylthymidine
en présence de Cg@t de pyridine et ils ont également observé latiéa d’élimination avec
perte de la thymine.

22 pfitzner, K. E.; Moffatt, J. GJ. Am. Chem. Sot965 87, 5661-5670.
228 jones, A. S.; Williamson, A. R.; Winkley, Marbohydr. Res1965 1, 187-195.
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En 1977, la premiére synthese de 2’-désoxynucléesikydés en position 3’ a été
décrite?*®*?*°Un procédé photochimique est utilisé. LaGtritylthymidine 95 est mise en
présence de chlorure de pyruvoyle dans un mélaageehbe et pyridine. L'ester pyruvété0
se forme immédiatement et quantitativement. Il estuite irradié pendant une heure sous
atmosphere inerte avec une lampe a vapeur de reefd0r W. Le solvant est évaporé sous
vide a une température inférieure a 25°C (poureévdut risque d’élimination) et la 3’-oxo-
5-O-tritylthymidine 141 est obtenue avec un rendement de 57% (SchémaC&4produit
oxydél41la été observé comme instable dans certaines mrgjinotamment en présence de

triethylamine ou sur gel de silice.
0 0

@]
Tro /g chlorure de pyruvoyle Tro /g Irradiation Tro /g
K@V O benzéne, pyridine K@ O  Lampe Hg 450W o 0
\ \ 57%

3 N 2 étapes
HO (0] ( pes) (0]

95 H 141

o 0

140
Schéma 74Réaction d’oxydation décrite par R. W. Binkley,®. Hehemann et W. W. Binkley.

En 1983, une autre synthése de la 3’-ox®@8Htylthymidine 141 a été mise en place
par F. Hansske et M. J. Robifis.L'oxydation est réalisée & I'aide d’'un complexeOgV¥
pyridine / AgO (1:2:1) dans du dichlorométhane pendant 45 nfiA.aJn temps de réaction
trop long entraine une décomposition du produitdéxyormé. Les sels de chrome sont
eliminés par filtration rapide sur silice du pré@pobtenu dans I'acétate d’éthyle. Le filtrat
est concentré sous vide a une température inféree@5°C et le produit oxydé désirél est
obtenu par précipitation a 0°C dans le chlorofoawec un rendement de 87% (Schéma 75).

(0] O

| NH CrO, / Pyridine / Ac,0 | NH
/g CH,CI, /&
TrO TrOQ
@) © ) ©
87%

HO 0
95 141
Schéma 75Réaction d’oxydation décrite par F. Hansske e MRobins.

En 1993, la synthése de la G-diméthoxytrityl-3’-oxothymidinel38 a été décrite en
présence de PDC dans le dichlorométifdhéa réaction est réalisée dans des conditions
anhydres en présence de poudre de tamis moléc8ldiré\prés 2h a TA, les sels de chrome
sont éliminés par filtration du précipité obtenunsl&AcOEt, le produit désiré38 est trituré
dans de I'ELO et il est obtenu pur apreés filtration avec urdement de 81% (Schéma 76).

22 Binkley, R. W.; Hehemann, D. G.; Binkley, W. Warbohydr. Resl1977, 58, C10-C12.
Z0Binkley, R. W.; Hehemann, D. G.; Binkley, W. \0..Org. Chem1978 43, 2573-2576.
%1 Hansske, F.; Robins, M. Jetrahedron Lett1983 24, 1589-1592.
%2 gyendsen, M. L.; Wengel, Tetrahedronl 993 49, 11341-11352.
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0 0

e PDC [ hH

/§ CH,Cl, /§

DMTO "% _ DMTO
0 o 0 o
81%
HO 0
89 138

Schéma 76Réaction d’oxydation décrite par M. L. Svendsed.&engel.

Au vu de ces résultats, nous avons testé les demnédes méthodes présentées ci-
dessus dans le but d’obtenir laG*diméthoxytrityl-3’-oxothymidinel 38 (Tableau 12).

Essai Conditions Résultats
PDC 2 éq . . e R
1 CH,Cl, anhydre Apres 2h, réaction |’n,c_orr_1ple_te
, A = Traces du produit d’élimination
Tamis broyé 3A
PDC 4 éq
2 CH.CI; anhydre = Apres 2h, conversion ~50%
Tamis broyé 3A
. = 45 minaTA
3 Cr%;%ﬁ”g‘:ﬁ i:l'rAeQO = Mélange produit désiré et
212 anny produit d’élimination
- = 30 mina15°C
4 Cr0s / Pyridine / AgO » Rdt=80% avec des traces du
CH,CI, anhydre e
produit d’élimination
5 CrOs / Pyridine / AgO = 30minab5°C
CH,CI, anhydre = Rdt=85%

Tableau 12.Essais d’oxydation du compo86.

Tout d’abord, en présence de PDC, nous n‘avonséquasi a obtenir le produit désiré.
Lors du premier essai, au bout de 2h, la réactginircompléte et des traces du produit
d’élimination sont visibles en CCM. En ajoutant datage de réactif (Essai 2), la réaction
n'est toujours pas compléte aprés 2h. Nous avams atilisé les conditions décrites par F.
Hansske et M. J. Robif&! Ces conditions nous ont permis d’obtenir une crsior totale et
en abaissant la température du milieu réactionassdis 4 et 5), nous avons pu obtenir le
produit désiré avec de bons rendements. Lors dertrant, des précautions ont été prises,
notamment lors de I'élimination sous vide des saisaSi le milieu réactionnel est chauffe,
une dégradation du produit oxyd88 peut étre observée, c’est pourquoi nous avonsautil
une pompe a palette et nous avons gardé le bdievd@orateur rotatif a TA.
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V.1.b. Réaction de Wittig

Afin d’introduire le groupement ester en position @u composé 138 nous
envisageons une réaction de Wittig (Schéma 77).

DMTO T PhsP=CHCO,Et DMTQ T
O CH,Cl,

0 EtOZC /
138 139
Schéma 77Réaction de Wittig envisagée.

Cependant, I'ylure nécessaire a cette réactionPHBH-CQEt, a des propriétés
basiques, ce qui nous mene au produit d’éliminafid® et non au produit désir&39
(Schéma 78).

o)
NH Ph,P=CHCO,Et DMTO
| /& CH,Cl, o
DMTO

o} o y

o)

o)
138 139 142

Schéma 78Réaction de Wittig.

Dans la littérature, l'introduction d’'un groupemangthylene en position 3’ a été
décrite en utilisant des conditions différentes cwsditions de Wittig classiquement utilisées.
Les conditions Zn / CkBr, / TiCls, décrites par K. Oshimet al.en 1978 et utilisées par L.
Lombardd®* en 1982 ont été appliquées aux nucléosides. Ar ghrtcomposél4l ou du
composél38 le composé43 est obtenu avec un rendement de 8%t le composd44
avec un rendement de 78% aprés traitement et purification par chromatogiepbur

colonne (Schéma 79).
RO
o

141 R=Tr 143 R =Tr
138 R = DMT 144 R = DMT

Schéma 79Introduction d’un groupement méthyléne en posiBorRéactifs et conditions : Zn, GBIr5, TiCly,
THF, 60% pourl43et 79% poud 44.

En raison des résultats obtenus et des synthesetedélans la littérature, nous avons
décidé de changer notre voie de synthése, ce quitimn changement au niveau de la
molécule cible. En effet, en introduisant un graupat méthylene en position 3’, nous
pouvons ensuite envisager une réaction d’hydrolmoraiour obtenir le compogél5 qui peut
ensuite étre oxydé pour donner le mononigté (Schéma 80). Le monometd6 comporte
un carbone en moins sur la chaine en position 8oamparaison avec la molécule citfey.

23 Takai, K.; Hotta, Y.; Oshima, K.; Nozaki, Aletrahedron Lett1978 19, 2417-2420.
24| ombardo, LTetrahedron Lett1982 23, 4293-4296.
25 sharma, M.; Bobek, Mletrahedron Lett199Q 31, 5839-5842.
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DMTO T DMTO T DMTO T DMTO T
o 0 0 0
-————> -———> -————>
: { o=
OH OH
138 144 145 146

Schéma 80Voie de synthése envisagée.

Cependant, en réalisant la réaction sur de petjtestités (100 ou 200 mg), la
guantité de TiCl a introduire est difficile a contrdler et nous voas pas pu obtenir le
composél44 désiré. Par manque de temps, nous n‘avons mallsament pas pu réaliser
d’autres essais et poursuivre cette voie de syathes

V.2. Autre voie de synthése envisageable de la 3’-cayboéthyl-3'-
désoxy-5’-O-diméthoxytritylthymidine

Au vu des difficultés rencontrées avec la 3’-oxotlgine, une autre voie de synthése
mettant en jeu des conditions radicalaires pourgtié développée (Schéma 81). Cette
synthése s’appuie sur des réactions déja étudaesld littérature.

DMTO - DMTO - DMTO - DMTO -
o o o) o
———— ———— ————
HO o) > >:
/&s o
PhO % HO
89 147 148 137

Schéma 81Synthése possible du compdss.

En 1989, la synthese du 3-allyl-3’-désoxy@-tert-butyldiméthylsilylthymidine a
été mise au poift® Aprés avoir tenté, sans succes, d'introduire wupgement allyle en
position 3’ de la 3’-oxothymidine avec le réactié dsrignard approprie, une meéthode
radicalaire a été utiliséd’ A partir du composél49 substitué par un groupement
phénoxythiocarbonyle, le composé 3’-allyl-3’-désthwymidine 150 est synthétisé a l'aide
d’allyltributyl étain dans le benzéne ou le toluéae présence d'un initiateur de radicaux
(AIBN). Le produit150est formé avec rétention de configuration. Catteégsélectivité a éte
attribuée a I'encombrement du groupement TBS eitipp$’ du nucléoside (Schéma 82).

TBSO o T . TBSO o7 i TBSO o7
—_— —_—
8 87% 74%
HO o) >
)=s
PhO %
100 149 150

Schéma 82Synthése décrite par C. K. Chtial Réactifs et conditions : a) chlorothionoformagepthényle 2,9
€q, CHCI, / pyridine 4:1, 0°C ; b) allyltributylétain 5,7 é4IBN 0,2 éq, toluene, 80°C.

2% Chu, C. K.; Doboszewski, B.; Schmidt, W.; Ullas,\G J. Org. Chem1989 54, 2767-2769.
#7Keck, G. E.; Enholm, E. J.; Yates, J. B.; Wiley, R Tetrahedronl 985 41, 4079-4094.
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En 1990, dans le but de synthétiser des analoguBA84T et de tester leur activité, la
procédure précédente permettant I'introduction ddubstituant carboné en position 3’ de
2',3'-didésoxynucléosides a été reprise. Le grougdmallyle a ensuite été converti en
groupements propargyle, aldéhyde, oxime et nitfflee qui montre la diversité de fonctions
accessibles a partir de cette stratégie.

Cette stratégie de synthese a ensuite été réatipsér la synthéese de diméres de
thymidine comportant une fonction amide dans leddétudier I'influence de la longueur de

la chaine (Schéma 83%
DMTO - DMTO -

~ ~
. () ()
. °

N HN
HO HO

n=1ou?2 n=1ou?2

R=CF;ou

CH;(CH,),

Schéma 83Dimeéres de thymidine comportant une fonction amide

Plus réecemment, I'introduction d’'un groupementlallgn position 3via une réaction
radicalaire a permis la synthése des dinucléosigepar un dién&-E ou un diéng-z.2*°

Schéma 84Dimeres de thymidine liés par un diéne E-E ou Z-Z.

Nous pouvons donc envisager une autre voie de ésgmthtilisant des conditions
radicalaires afin d’introduire un groupement allg@a position 3'. Ensuite, les conditions
d’oxydation utilisées pour obtenir la thymidine geB8 pourront étre appliquées et doivent
nous permettre d’obtenir le monomé&i&7 (Schéma 81).

Z8 Flandor, J.; Tam, S. Yetrahedron Lett199Q 31, 597-600.
29 gtork, G.; Zhang, C.; Gryaznov, S.; SchultzTRtrahedron Lett1995 36, 6387-6390.
#0Fargeas, V.; Ané, A.; Dubreuil, D.; LebretonSynlett2009 3341-3345.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

VI. Vers la synthese de la thymidine aminoxy acide poua
synthése d’oligonucléosides

Nous nous sommes ensuite intéressés a la syntbéadhyymidine aminoxy acides1

afin de pouvoir synthétiser des oligomeres de msities aminoxy acide (Schéma 85).
HN—q

~0
H,N~q - o T
~
< B — d
(@] —_—
Oq) L 028 Jn=0123.
OH N~
H T
0]
Thymidine
aminoxy acide \
151 <~
o)
0]
OH

Oligomeres liés par
liaison N-oxy amide

Schéma 85Synthése d'oligomeéres liés par liaiggroxy amide.

La thymidine aminoxy acid&51 peut étre obtenue a partir du composé proiége
lu-méme obtenu a l'aide d’'une réaction d’alkylatisur le compos&3 precédemment
synthétisé (Schéma 86).

w @? :

— O v ——> Thymidine

O\

O HOS

OH o

OEt

Thymidine

aminoxy acide 152 83
151

Schéma 86Rétrosynthese de la thymidine aminoxy adigé.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

VI.1. Etape d’alkylation

VI.1.a. Synthése de la 5©-phthalimido-3’- O-éthoxycarbonylméthyl
thymidine

La réaction d’alkylation en position 3’ du compd&s€O-phthalimidothymidine83 n’a,
a notre connaissance, jamais été décrite dangdeature. Nous avons donc commencé par
utiliser les conditions classiques, Nakbromoacétate d’éthyle. Au vu des études réalisées
sur I'influence des solvarif§?*'et des résultats précédemment obtenus (Paragiiagte p.
96), nous avons réalisé la réaction dans du THidreh(Essai 1 - Tableau 13). Le produit di-
alkylé 153 a été obtenu majoritairement.

o) o)
N co.Et
NaH | 2 AN
| NH  BrCH,CO,Et PhthN~q /K | N~ “co,Et

N~ ~o
PhthN~ N/go THF anhydre \\@ + PhthN~ N/Ko
K@ ﬂ

HO ) HO
Et0,C
83 153 154

Schéma 87Essai d'alkylation du compo$3.

Un autre essai a été réalisé en réduisant la géatii-bromo ester a 1 éq (Essai 2 —
Tableau 13), un mélange de produits a alors é&nabte produit N-alkylé étant majoritaire.
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenusl@l@asire des essais d’alkylation réalisés
sur la 5"O-diméthoxytritylthymidine89 (Paragraphe lll.2.a, p. 88).

Nous avons alors utilisé un autre agent alkylantyromure d’allyle (Essai 3), mais
ceci ne nous a pas permis d’obtenir le produiti@téalcontrairement au résultat obtenu sur la
5’-O-diméthoxytritylthymidine89 (p. 96).

Essai Conditions Résultats
NaH 2,4 éq o .
i . * Produit di-alkylé153
1 BrCH,CO:Et 2,4 éq majoritaire y
THF
NaH 2,4 éq = Mélange de produits
2 BrCH,CO,Et 1,0 €q = Produit N-alkylél54
THF majoritaire (68%)
NaH 2,6 éq 0 ,
3 BrCH,CH=CH, 2,5 &q o9 e produit de
THF P

Tableau 13.Essais d’alkylation du compo88.

21| ucas, R.; Teste, K.; Zerrouki, R.; Champavier, Guilloton, M. Carbohydr. Res201Q 345, 199-207.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

VI.1.b. Protection de la base

Afin d'éviter la formation du produit de N-alkylati, nous avons ensuite voulu
protéger le NH de la thymidine. Pour cela, nousnaviepris les conditions mises au point
préecédemment (Paragraphe IIl.2.b, p. 91). Ces tiondi permettent, en une étape,
I'introduction d’'un groupement benzoyle en posith+8 de la thymidine (Schéma 88).

(0] o O
BSA 1,9 éq N
\(U\I BzCl 1,2 éq \fl
O MeCN O
—_—
92% \
HO HO
83 155

Schéma 88Protection du N-3 de la thymidine.

La conversion du composg&3 en 155 s’effectue avec un rendement de 92%. La
position 3’ est d'abord protégée temporairementpeésence de 1,9 ég de BSA, puis
lintroduction du groupement benzoyle s’effectuepeésence de 2 éq de triéthylamine et de
1,2 éq de chlorure de benzoyle pendant une nui.aL& traitement de la réaction en milieu
acide (HCI 1 N) permet la déprotection du groupeinséyle. Le produit désird55 est alors
obtenu pur aprés chromatographie sur colonne.

VI.1.c. Essai d’alkylation

Des essais d’alkylation ont donc été réalisésesaoiposé protédibs.

o o
o o
| N
| N PhthN~ N/&o
N~ ~o —
ﬁ
\“ O\
Ho )
R
155 156 R = CO,t-Bu

157 R = CH=CH,
Schéma 89Essais d’alkylation du compo4é5.

Le premier essai a été réalisé en présence dejd BaH, 1,2 éq debromoacétate
de tert-butyle dans un mélange anhydre de THF / DMF 24t €5sai n'a pas conduit au
composé désiré mais a un mélange de produits guias été purifié (Essai 1 - Tableau 14).
La réaction a ensuite été conduite dans du DMF cdnehy Apres traitement et
chromatographie, une fraction pouvant correspoadrproduit désird56 a été isolée (Essai
2). Malheureusement, I'étude RMN a montré qu’ilgissait d’'un mélange de deux produits
gue nous n‘avons pas pu identifier. Lorsque latréaa été réalisée dans du THF anhydre
(Essai 3), nous n'avons également pas pu isolerdduit attendu. Enfin, nous avons tenté
lintroduction du groupement allyle (Essai 4), etrésultat a été le méme que pour les essais
précédents.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

Essai Conditions Résultat
NaH 1,4 éq
1 BrCH,CO,t-Bu 1,2 éq » Plusieurs spots en CCM
THF / DMF 2:1
NaH 1,4 éq . N4 A .
2 BrCH,CO:-Bu 1,2 €q it non dontis -
DMF P
NaH 3éq
3 BrCH,CO,t-Bu 2 éq » Plusieurs spots en CCM
THF
NaH 2 éq
4 BrCH,CH=CH, 5 éq » Plusieurs spots en CCM
THF

Tableau 14.Essais d’alkylation du compo4é5.

VI.1.d. Utilisation du groupement Boc comme protecteur ded fonction
aminoxyle

En raison des difficultés rencontrées lors desigsbalkylation, nous avons pensé a
changer le groupement protecteur de la fonctiomaryle. En effet, des études précédentes
menées au laboratoire ont montré que le groupepigthialimido pouvait étre sensible en
milieu basique (Schéma 9t}

U
HO,C. © HOC. © U
K,CO,, MeOH U
o o ',,/OA 30% o R
s c s ,
N/ ou /O OR
NaOMe, MeOH H
o) 40 min, TA R=H
82% CO,Me ou Ac

Schéma 900uverture du groupement phthalimido en milieu dpaesi

Le groupement protecteur phthalimido peut étre taogppar un groupemenert-
butoxycarbonyle (Boc). Nous avons donc voulu dé&get le compos83. En présence de 3
€g d’hydrazine hydrate dans du MeOH, la déprotad®fait en 2h (Schéma 91).

PhthN— HN~
R o7 NHNHHO3éq ] T
MeOH, TA, 2h
HO HO
83 158

Schéma 91Déprotection du compo$3.

#2Gong, Y.; Peyrat, S.; Sun, H.; Xie, Tketrahedror2011, 67, 7114-7120.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

Cependant, le produit obtenu étant trés polairaijsno’avons pas pu lisoler au
moment de I'extraction. C’est pourquoi nous avotilgsé la thymidine oxyamin82 protégée
en position 3’ par un groupement TBS pour obtenroduit désird60 (Schéma 92).

H.N Boc,01,3 &q BocHN BocHN
-~ - ocC! -~ ocC -~
N>o T EtN156q Q T TBAF2éq Q T
K@ THF anhydre o THF K@
—_— —_—_—
82% 100%
TBSO TBSO HO
82 159 160

Schéma 92Synthése du compodé0ayant la fonction aminoxyle protégée par un grougret Boc.

Le composé 60 est donc obtenu en deux étapes a partir de laidiry@oxyamine32
précédemment synthétisée (Paragraphe 11.3.b, pL&@remiére étape s’effectue en présence
d’anhydride deert-butoxycarbonyle et de triéthylamine pour donnerdeposél59 avec un
rendement de 82%. La déprotection de I'hydroxylepesition 3’ s’effectue ensuite en
présence de 2 éq de TBAF dans le THF. Le prodgir&#60 est obtenu avec un rendement
guantitatif. Il est suffisamment pur pour étre egggdans I'étape suivante sans purification.

La réaction d’alkylation a ensuite été menée dass donditions décrites par J.
Chattopadhyaya et al,”®® qui nous ont permis dobtenir la ®-allyl-5-O-
diméthoxytritylthymidine118 En présence de 2,5 €éq de NaH dans du THF anhigre,
composél60 est activé pendant 20 min aux ultrasons puis dmbre d’allyle (2,7 éq) est
ajouté. Apres 48h a TA, le composé isolé n'estlpgzoduit attendd61 mais le composé
162 ayant subi plusieurs alkylations (Schéma 93).

(@] \ (@]
0 NaH 2,5 éq NH 2 \(U\N/\/
ultrasons, 20 min /g /&
\(U\/’\E BrCH,CH=CH, 2,7 éq BOCHN~ N N~qg

BocHN~q THF anhydre

62%

160 161 162
Schéma 93Etape d’'alkylation du compo4&0.

Au vu de ces résultats, nous pouvons penser agamoleEs atomes d’azote sur la base
et sur la fonction aminoxyle (Schéma 94).

Au niveau de la fonction aminoxyle, le compd$® peut étre protégé par un second
groupement Boc. En effet, la protection de la famcaminoxyle par deux groupements Boc a
déja été réalisée afin d’empécher les réactionssjias lors de couplages peptidigtféd.es
conditions utilisées sont celles de K. Gunnarssbrdee U. Ragnarsson qui permettent
I'introduction du second groupement Boc en préselecBMAP cat. et de Ba® .“**

Afin de protéger le NH de la base, nous pouvonssager d’introduire le groupement
protecteur BOM, utilisé dans la littérature parCP.Cook®! et B. Cuenoutf? comme nous
'avons vu précédemment (Paragraphe 111.2.b, p. 89)

243Brask, J.; Jensen, K.J. Peptide Sc200Q 6, 290-299.
244 Gunnarsson, K.; Ragnarsson,Atta Chem. Scand99Q 44, 944-951.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

BOM
BOCHN\O N/go BOCZN\O /g
~

N

HO HO

160 163
Schéma 94Protection du composés0.

Nous n’avons pas réalisé la synthese du comp@3gar manque de temps.

VI.2. Seconde voie de synthése envisagée pour la thymidminoxy
acide

Nous avons alors envisagé une nouvelle voie dédnégatpermettant 'obtention de la
thymidine aminoxy acidé51 (Schéma 95).

NaH 2,5 éq
TBSCI 1,1 éq BrCH,CH=CH,
imidazole 2,2 6q TB5Q T 236q TBSQ o T TBAFL5eq MR T
~ DMF anhydre THF anhydre THF
Thymidine —— _— _—
85% & 100% 90%
HO 0 0
100 < <
124 164
,/ ’ :
N ¥ ¥
27Q T "N=o T X T
<------ <------
0 o o
Hox\g { {
o \ \
151 167 R = Phth 165 X = OMs
168 R = BocH 166 X = |

Schéma 95Seconde voie pour la synthése de la thymidine exyiacidel51

Etant donné qu’il est difficile de réaliser la ridan d’alkylation, nous envisageons de
commencer par l'introduction du groupement allyle Ia thymidinel00 protégée en position
5’ par un groupement TB% Le choix du groupement protecteur s'est portdesdBS car il
est facile a introduire, moins codteux que le DMECIl peut étre clivé sélectivement.

Le composél00 a été précédemment obtenu avec un rendement d€RB&%graphe
lll.2.a, p. 86). Nous avons ensuite obtenu le cagd@4 décrit dans la littérature par les
équipes de J. Lebretth et R. Zerrouk® Aprés obtention du composi4 avec un
rendement de 100%, nous avons déprotégé I'hydraxylposition 5’ et obtenu le composé
164 avec un rendement de 90%.
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CHAPITRE Il Thymidine aminoxy acide

Nous pouvons alors envisager deux stratégies. émipre a été développée lors de la
synthese de la thymidine oxyamin®2 Elle permet [lintroduction du groupement
phthalimidoxyle soivia la réaction de Mitsunobu (Paragraphe 11.2, p. g@itvia I'activation
par un meésylate (Paragraphe 1.4.b, p. 81). Leditons que nous pouvons également
envisager pour une seconde stratégie seront dééxemlans le chapitre suivant. La fonction
aminoxyle protégée par un groupement Boc peuti@h@duite a partir du dérivé iodé6.

La déprotection des compos#67 et 168 permettra ensuite de libérer la fonction
aminoxyle désirée. La fonction acide carboxyliqueutp elle, étre obtenue par coupure
oxydante de l'allyle comme cela a été précédemnagutit lors de la synthese de la
thymidine acide88 (Paragraphes lll.2.e et f, p. 97 et 98).

Malheureusement, nous n’avons pas pu développersttaggies par manque de
temps.
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VIl. Conclusion

En série ADN, a partir de la thymidine, nous aval&veloppé plusieurs voies de
synthese menant aux différents monoméres de thgmigiortant des fonctions acide
carboxylique, aldéhyde ou oxyamine.

La synthese du monomere thymidine ac8®ea nécessité de nombreuses adaptations.
Tout d’abord, les conditions de tritylation pargeupement DMT ont di étre mises au point.
En effet, les conditions classiquement utiliséeSIAP, DMTCI, pyridine a TA) ne permettent
pas lI'obtention du compos&9 avec de bons rendements. Le chauffage a refluxniieu
pendant 1h30 en présence de triéthylamine a péiwbiention du produit désiré avec un bon
rendement de 82% tout en limitant la formation cdpit di-trityle.

L’introduction de la fonction ester en position 8'elle aussi posé probleme. En effet,
I'utilisation des conditions classiques d’alkylatiqNaH, THF ou DMF) en présenceae’
bromoacétate d’éthyle n’a pas conduit au produ#lik#é 90 mais au produit de N-alkylation.
La régiosélectivité est difficile a contrler. Noagons alors décidé d’introduire le groupement
allyle en position 3’ puis de I'oxyder. Cette vaieus a permis d’obtenir la thymidine acigig
en cing étapes avec un rendement de 43% a pattrtdgmidine (Schéma 96).

DMTO DMTO
o a b c
Thymidine ——— KQ' e _— \
82% 90% 100% o\\‘
; @)
HO J oJ
89 118 Thymidine
aldéhyde
DMTO T DMTO T 119
0] 0]
d e
—_— N —— N
64% 0] 90% 0]
o~ o~ |
OMe OH
127 Thymidine
acide
88

Schéma 96Synthése de la thymidine acifl8. Réactifs et conditions : a) DMTCI, #t, pyridine, reflux, 1h30 ; b)
NaH (ultrasons 20 min), BrGi@H=CH,, THF ; c) i- NMO, OsQ, t-BuOH, acétone / eau 3:1 ; ii- NajGacétone,
tampon phosphate pH 7 ; d) i- TEMPO, BAIB, MeCN fCH1:1 ; ii- NaHCQ, CsCO;, Mel, DMF ; e) LiOH,

MeOH.

La synthése de la thymidine oxyami@2 a pu étre réalisée aprés la mise au point de
I'étape clef d’introduction du groupement phthalilmxyle. Les facteurs clefs de cette réaction
de Mitsunobu sur la thymidine sont: des quantgéffisamment importantes de matiére
premiere pour pouvoir travailler en milieu suffisaent concentré afin d’introdiure du DIAD
par un goutte a goutte lent dans le milieu refrai@°C. Le contrble de la réaction nous a permis
d’optimiser le rendement de cette étape. Le monernigmidine oxyamin®&2 a finalement été
obtenu en trois étapes avec un rendement de 829ér(8c97).
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o]
PhthN— H N—
N ] 0] 1 R @) ]
a ~0 b c
Thymidine —= o — - w 100%. ﬂ
86% o 95% \ 100% \
TBSO TBSO
HO
83 84 Thymidine
oxyamine
82

Schéma 97 Synthése de la thymidine oxyami@2 Réactifs et conditions : &-hydroxyphthalimide, PRhDIAD,
DMF ; b) TBSCI, imidazole, DMF ; c) hydrazine hytbgaMeOH.

Les différents monomeres ont ensuite été coupliée enx pour conduire a des diméres
de thymidine (composéss, 79 et 80) liés par liaisorN-oxy amide, par liaison oxime et par
liaison aminoxy (Schéma 98). Ces dinucléosides vomtivoir étre incorporés dans des
séquences ADN afin de tester l'influence des liagsdl-oxy amide, oxime et aminoxy
introduites.

DMTOQ -
o
DMTO -
(@] HZN\O T 0
o a 3)
\f + B — (@)
o 94% Y
O:(‘ TBSO H Q T

TBSO
78
DMTQ T
0
DMTO T DMTO T
0 0
0
OJ \
119 b o c o H
I N— —_— N—
0 0
+ 84% \— oy 66% o
H,N~g

TBSO 79 80

82
Schéma 98Synthése des différents dinucléosides. Réactifsraditions : a) HOAt, EDC, DMF ; b) GBOOH,
THF ; ¢) NaBHCN, CH;COOH, MeOH

Nous avons également tenté de développer des dosides avec des chaines plus
courtes qui peuvent étre synthétisés a partir dinom@re acidel37 et de la thymidine
oxyamine82.

La synthése envisagée pour le compb3épasse par un intermédiaire 3’-oxothymidine
sur lequel est introduit la fonction ester par vé&ction de Wittig. Cependant, l'instabilité des
dérivés 3'-oxothymidine en milieu basique ne nouysaa permis d’obtenir le composé désiré
139 (Schéma 99). Une synthése a envisager passeupiiisdtion de conditions radicalaires
permettant I'introduction du groupement allyle ewsition 3’ puis par I'oxydation en dérivé
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acide137. Nous pouvons également envisager d’'introduifeh&tion aminoxyle en position 5’
aprés déprotection du groupement protecteur, aaes iconduisant a une nouvelle thymidine
aminoxy acide (Schéma 99).

DMTO T
DMTO T DMTO T 0
0 0
E B
4

HO © CO,Et

89 138 139
DMTO T

é

DMTO T DMTO T >\OH

Schéma 99Synthése envisagée du comph3&

Enfin, la synthese de la thymidine aminoxy acidel n'a pas pu étre réalisée aussi
facilement que la rétrosynthese initiale le laissamivisager en raison des difficultés liées a
I'étape d’alkylation sur la 5@-phthalimidothymidine. La derniere voie de synthgsésentée
(Schéma 95) est cependant prometteuse.
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CHAPITRE IV Introduction

l. Introduction

Dans ce chapitre, nous allons développer les traeffiectués en série ARN. Nous
avons choisi de travailler sur l'uridine, 'analagde la thymidine en série ARN. L'uridine
comporte un groupement hydroxyle en plus sur latipas2’ par rapport a la thymidine.
L'uridine présente donc une fonction alcool prireadén position 5’ et deux fonctions alcools
secondaires en positions 2’ et 3'. Ces deux fonstialcools secondaires sont difficiles a
différencier et vont donc déterminer les stratégiesiliser.

L’objectif est de préparer des oligonucléosides pér liaisonN-oxy amide en série
ARN. Plusieurs séries sont envisagées, chaque &g obtenue a partir d'un monomere
différent (Schéma 100).

0 y

O i U \\‘O
\\s .,// O
OR S i ,
O\ OR N OR
- NH H
0= — 7 N=o
(@] U U
H U
"
— Q  OR Y oR
0 OR | \
Série 1 Série 2 Série 3

{ { {

g or
({)n OR
e} HN=0 OR >‘OH
0]
OH
169 170 171n=0
172n=1

Schéma 100Présentation des différentes séries envisagées.

La synthése de la série 1 est envisagée a partinahomerel69. Ce monomere est
comparable au monomedbl de la série thymidine : il porte une fonction amiyle en
position 5’ et une fonction acide carboxylique @sigon 3’ introduite par une réaction de O-
alkylation. En ce qui concerne la série 2, le moa@l70 porte une fonction acide
carboxylique en position 5’ et une fonction aminiexgn position 3'. Lors de la formation de
I'oligomére, la chaine reliant deux nucléosideshbestucoup plus courte et ne comporte que
trois chainons. Enfin, la synthése des oligonudali&ssde la série 3 nécessite I'obtention des
monomeresl71 et 172 Ces monomeres comportent un carbone en positioet 8eux
longueurs de chaines sont envisagées (n =0 é)n =
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En parallele de la synthese des oligonucléosidest |es séries 1 et 3, nous nous
intéressons a la synthese de dinucléosides (Schéiaqui pourront ensuite étre incorporés
dans des séquences ARN.

DMTQ U
o DMTO U
o)
7 OR 3
3 OR
U
U o)
~]
S TBSO  OR
TBSO OR
Série 1 Série 3

Schéma 101Dinucléosides envisagés pour les séries 1 et 3.
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CHAPITRE IV Oligonucléosides de la série 1

Il. Synthese des oligonucléosides de la série 1

Dans cette partie, nous allons développer la sgetle I'uridine aminoxy acide69
qui permet I'obtention des oligonucléosides deéldesl (Schéma 102).
6 U

~*J I

NH

0 OR - | /&
HN~q U HO
(0] 0 N O
: = ] = ¥
H ~0 U & “, S .,
Q OR OH
Série 1 Uridine Uridine
_ aminoxy acide
R=Me, Ac, TBS... 169

Schéma 102Rétrosynthése des oligonucléosides de la série 1.

La synthése du monoméd&9 peut étre envisagée de différentes facons. En, effe
nous devons penser a introduire la fonction amile»n position 5 et nous devons
également penser a différencier les groupementsoRyl® secondaire en positions 2’ et 3'.
Deux voies de synthése s’offrent a nous. La preamveie (voie A) consiste donc a realiser
une réaction de Mitsunobu sur la position 5’ puistéoduire la fonction acide carboxylique
par une réaction d'alkylation et a séparer les dsameres obtenus par chromatographie sur
colonné®® (Schéma 103).

H.N~q U PhthNO U PhthNO U PhthNO U
o) o) o) o)
— — — ——> Uridine
o OR o OR o OH HO  OH
022 022 022
OH Ot-Bu Ot-Bu

Schéma 103Rétrosynthése du monomer@9via la voie A.

La seconde voie envisageable (voie B) impliquedsspge par un anhydronucléoside
2,2'. La fonction hydroxyle primaire peut étre tsfsrmée en fonction aminoxyle. L’alcool
secondaire non impliqué dans la formation de I'ainbypeut ensuite subir une O-alkylation.
Il reste ensuite a ouvrir 'anhydronucléoside pamnucléophile (Schéma 104). Cette approche
nous donne ainsi un moyen efficace de différeriepositions 2’ et 3'.

23 Lavergne, T.; Bertrand, J.-R.; Vasseur, J.-J.;dDelf.Chem. Eur. J2008 14, 9135-9138.
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H,N~q
o PhthNO O S
::::> — ——>> Uridine
> o¢ HO
o tBuO,C
OH t-BuO,C

169
Schéma 104Rétrosynthése du monomé&r&9via la voie B.

[I.1. Synthese de I'uridine aminoxy acide via la voie A

I1.1.a. Réaction de Mitsunobu

La premiere étape de la voie de synthése A estaawtion de Mitsunobu. Elle permet
l'introduction de la fonction aminoxyle protégéer pm groupement phthalimido (Schéma

105).
O
O
P4
N—
Uridine —_— ] 0 N o
o~

,
2

HO OH

173
Schéma 105Réaction de Mitsunobu sur l'uridine.

Dans la littérature, cette réaction n'a pas étaiwesur l'uridine mais sur la 23-
méthyluridine. En présence déhydroxyphthalimide, de triphénylphosphine et deADE
dans du THF, le composé désli&s est obtenu avec un rendement de 69% (Schéma*06).

0 0

g

2 N g
Q

2 Q 2

HO OMe HO OMe

174 175
Schéma 106Réaction de Mitsunobu sur la @-méthyluridinel74.

En 1999, M. J. Milleret al?*® ont décrit la réaction de BocNHOCbz avec I'uridine
dans des conditions de Mitsunobu (Schéma 107). Danmélange DMF / THF 1:10, le
produit majoritaire obtenu n’est pas le produitici476 mais I'anhydrouridin€l77 ayant
subi une réaction intramoléculaire. En réalisantéaction dans le THF, malgré la faible

248 i H.; Miller, M. J.J. Org. Chem1999 64, 9289-9293.
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solubilité de l'uridine dans ce solvant, la fornoatidu produit désird76 est favorisé par

rapport a la formation du sous-prodiunt?.
0 0 0

HN N

| PPh Boc )\ |
HQ o)\ DBAD CbzO—N o) 0)\

N N
\\@ BocNHOCbz \\<_\/l w
—_—m
+

$ 2 S ” S ”

HO OH HO OH HO OH
Uridine 176 177
DMF / THF 1:10 32% 58%
THF 60% 33%

Schéma 107Influence du solvant.

La formation de I'anhydrouridine avait été décidigparavant. En effet, en 1972, M.
Wada et O. Mitsunobu ont également réalisé uneticdade Mitsunobu sur un dérivé de
I'uridine.?*’ Bien que la réaction soit réalisée dans le THrteluit majoritaire obtenu fit le
dérivé anhydro.

o) o}
HN N
gy gy
HO 0
S b R
o_ 0 o_ O

60%
Schéma 108Réaction de Mitsunobu dans le THF sur la 2083G-isopropylidéneuridine.

La formation du composé anhydro peut étre expligpée le mécanisme suivant

(Schéma 109) :
0

NN OF — EtO

< o ~, PPhO
\ 6 o

LJ] .y

W

O:,
O“

PhSP@

- DEAD-H,

'a
+
3
o)
@)

1
et
1

X
X,

Schéma 109Mécanisme de la formation de I'anhydrouridine.

247\Wada, M.; Mitsunobu, OTletrahedron Lett1972 13, 1279-1282.
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[I.1.b. Synthése de la 50-phthalimidouridine

Nous avons donc reéalisé la réaction de Mitsunobul'sudine afin d’obtenir le
composé 173 Les résultats sont résumés dans le Tableau 15.priésence deN-
hydroxyphthalimide, de DIAD et de triphénylphosphita réaction a tout d’abord été testée
dans le THF (Essai 1). L'uridine est insoluble daessolvant et apres une nuit, aucun
avancement n’est observé. En réalisant la réadams un mélange THF / DMF 6:1 (Essai 2),
le produit obtenu correspond a I'anhydrouridin® (Schéma 110). Il en est de méme lorsque
la réaction est effectuée dans le DMF (Essai 3).

Uridine ——

173 177
Schéma 110Réaction de Mitsunobu sur l'uridine.

Essai Solvants Résultat
= Uridine insoluble
1 THF = Pas d’'avancement de la réaction
) Formation de I'anhydrouridine
2 THF / DMF 6:1 Rdt = 54%
3 DMF = Formation de I'anhydrouridine

Tableau 15.Essais de réaction de Mitsunobu sur l'uridine.

Nous avons donc voulu augmenter la solubilité dadine dans le THF. Pour cela,
nous avons envisagé une nouvelle voie de synthese A’) passant par la protection des
groupements hydroxyle secondaire par un isopropyéd

HO U (@]
(@]
Uridine —— - — — T \~\<;;7
o o N b S ",
)( © HO OH

P

178 179 173
Schéma 111Nouvelle voie de synthése envisagée (voie A).

PhthN—

L'étape de protection de I'uridine par un isoprogéhe s’effectue en présence de 1 éq
de BR.OEb dans I'acétone et le compakg8 est obtenu avec un rendement de 74%.

La seconde étape est I'introduction du groupembtitgiimidoxyle en position 5. En
présence de 1,5 éq dehydroxyphthalimide, 1,5 éq de PPét 1,5 éq de DEAD dans du
DMF, le composé désiré79 est obtenu avec des rendements allant de 35 a b2%o.

#8Beck, A. K.; Gysi, P.; La Vecchia, L.; Seebach@g. Synth2004 10, 349-354.
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rendements diminuent lorsque la réaction est ggabksir de plus grandes quantités. En effet, il
est difficile de séparer le composé désiré des-pmtuits de la réaction et la quantité de
produit pur obtenu s’en trouve donc réduite.

La troisieme étape est la déprotection du compb&® Les essais réalisés sont
résumes dans le Tableau 16. En utilisant du TFAl®liacide acétique pour déprotéger le
groupement isopropylidene, le composé de dépédtse dégrade rapidement (Essais 1, 2 et
3). En utilisant des conditions plus douces (Rés$iheAPTS), soit aucune réaction ne se
produit (Essai 4), soit plusieurs produits se fartret aucun n’a pu étre identifié comme étant
le produit désird. 73 (Essai 5).

D’autres conditions moins classiques ont ensuietéstées. Une méthode mise au
point en 1986 utilise une solution d'iode dans létmanol pour la déprotection d’acétals
présents sur des sucfé$.En utilisant ces conditions (Essai 6), nous avobservé une
dégradation du produit de départ. Il en est de méwee les conditions décrites par V. K.
Singhet al?*° qui utilisent du chlorure de cuivre (I1) dans Eaenitrile (Essai 7). Du chlorure
d’étain peut également étre utilisé pour la démtaia d’aldéhyded® Ces conditions ne nous
ont pas permis d’observer la formation d’un nouvpeaduit (Essai 8). Enfin, l'utilisation de
chlorure de fer (1) adsorbé sur de la silice ddnglichlorométharfé® ne nous a pas non plus
permis d’obtenir le produit déprotéd@3 (Essai 9).

Essai Conditions Résultat
1 Tféb‘r;::zg.?Az Dégradation
2 10% TFA dans CbCl; Dégradation
3 AcOH 80% Dégradation
4 Résine H, MeOH Pas d’avancement
5 APTSACOELMeOH e ies
6 I, MeOH Dégradation
7 CuCh.H,0O, MeCN Dégradation
8 SnCh.2H,O, CHCl, Pas d’avancement
9 FeCk, Si0,, CH.Cly Pas d’avancement

Tableau 16.Essais réalisés pour la déprotection du comp@sé

29 5zarek, W. A.; Zamojski, A.; Tiwari, K. N.; IsoB, R.Tetrahedron Lett1986 27, 3827-3830.

0 garavanan, P.; Chandrasekhar, M.; Vijaya AnandSRgh, V. K.Tetrahedron Lett1998 39, 3091-3092.
BlEord, K. L.; Roskamp, E. Jetrahedron Lett1992 33, 1135-1138.

®2Kim, K.-S.; Song, Y. H.; Lee, B. H.; Hahn, C.5B.0Org. Chem1986 51, 404-407.
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[I.1.c. Mise en place de la voie A” par I'approche de l'uidine di-silylée

En raison des difficultés rencontrées, tout d’abpadir introduire le groupement
phthalimidoxyle et ensuite pour réaliser la déptiom de I'isopropylidene, nous envisageons
une nouvelle voie de synthese (voie A” - Schéma)ldui s’appuie sur la préparation de
l'uridine di-silylée en position 2'/5’. L’alcool msgant peut ensuite étre utilisé dans des
réactions de O-alkylation et par déprotection s&lecla position 5’ peut étre fonctionnalisée
pour fournir le monomeére désit®9.

HN~q PhthNO U TBSO U TBSQ u
o ¥ 0 0 0
p— p— — ——> Uridine
o ores o  OTBS o otBs HO  OTBS
e} (0] (0]
OH Ot-Bu Ot-Bu

169
Schéma 112Rétrosynthése du monomér&9via la voie A”.

Afin de réaliser la protection sélective des graupets hydroxyle en position 2’ et 5’
de l'uridine, le groupementert-butyldiméthylsilyle semble étre le groupement lisp
approprié. En effet, il est bien plus résistant dgdriméthylsilyle et moins onéreux et
encombrant que lert-butyldiphénylsilyle ou le triisopropylsilyle.

Apres optimisation, I’équipe de K. O. Ogilvie aligé la synthese de la 2’,5-b(3-
(tert-butyldiméthylsilyl)uridine a partir de Iurldlnenepresence de 2,2 éq d’Agh@t de
TBSCI, 5 éq de pyridine dans le THF en 1h a TA auecrendement de 90% (Schéma
113)}67 253

AgNO; 2,2 éq

TBSCI 2,2 éq TBSO TBSO TBSO

Pyridine 5 éq K@V Kg \QV

Uridine —MM

THF anhydre

TA, 1h ‘ ‘oTBS TBSO ‘OH TBSO ‘oTBS
180 181 182
90% minoritaire minoritaire

Schéma 113.Synthése du compo480décrite par K. O. Ogilviet al.

En appliquant la procédure, nous avons obtenudduitr mono-silylé en position 5’
avec un rendement de 44% puis de 62% en augmdattrhps de réaction (Essais 1 et 2 -
Tableau 17). Dans ce protocole, I'ordre d'introductdes réactifs est le suivant: a une
solution d’uridine dans du THF, sont ajoutés dpyadine (5 éq), du nitrate d’argent (2,2 €q)
et aprés dissolution compléte des réactifs, du TB8@2 éq). Contrairement a ce qui est
décrit, le nitrate d’argent ne se dissout pas dansilieu réactionnel et cela semble poser
probléme.

Nous nous sommes alors tournés vers la procédergedpar M. Chemama dans son
manuscrit de thésg? La synthése de la 2',5-bid-(tert-butyldiméthylsilyl)adénosine est
décrite avec un ordre d’introduction des réactifecents. A une solution de nitrate d’argent
(2 éq) dans de la pyridine, une solution d’adéresians du THF anhydre est ajoutée. Le

3 0gilvie, K. K.; Beaucage, S. L.; Schifman, A. Cheriault, N. Y.; Sadana, K. ICan. J. Chem1978 56,
2768-2780.

%4 Chemama, M., Synthése d'analogues d'aminoacyl-ARNMi I'‘étude et I'inhibition d'une transféraseyge
Fem, Paris: Université Pierre et Marie Curie, 2CBH) pages.
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mélange est agité jusqu’a dissolution compléte ithate d’argent puis du TBSCI (2 éq) est
ajouté. Apres 24h a température ambiante, le pratisilylé en positions 2’5" est obtenu
avec un rendement de 53%. En adaptant ce protadaleidine, nous obtenons un mélange
de produits tri-substitué et di-substitués en pmsst 2’,5’ et en positions 3’ et 5’ (Essai 3).
Ces produits sont séparables par chromatographieosonne mais par soucis d’efficacité,
nous avons voulu optimiser la sélectivité de cetsetion.

En utilisant 3 éq d’AgN@et de TBSCI, en 1h15 (Essai 4), nous pouvons oblien
composél80avec un rendement de 63%, le reste étant coreregroduitl81 di-substitué en
positions 3’ et 5’ (13%) et en produiB2 tri-substitué (7%). En augmentant légérement la
guantité de pyridine dans le THF, en réduisanetheps de réaction a 1h et en contrélant bien
la purification, nous avons pu obtenir le produisidé 180 avec un rendement de 86% et
seulement 6% de produit tri-silyl#82 (Essai 6). Le contrble du temps de réaction est
important ; en effet, un temps de réaction plugylentraine la formation du composé tri-
substituél82

Essai Conditions Résultats

Uridine dans THF = 1h30aTA

1 Pyridine 5 éq, AgN®2,2 ég = Produit monosubstitué en 5’
Puis TBSCI 2,2 éq = Rdt=44%
Uridine dans THF » lnuitaTA

2 Pyridine 5 éq, AgN®2,2 ég = Produit monosubstitué en 5’
Puis TBSCI 2,2 éq » Rdt=62%
= lnuitaTA

AgNO; 2 éq dans pyridine
3 Puis Uridine dans THF
Puis TBSCI 2 éq

» Pyridine / THF 1:6
= Mélange des 3 produifs80, 181 et

182
AgNO; 3 €qg dans pyridine ) 1h1'5'a TA )
. o = Pyridine / THF 1:6
4 Puis Uridine dans THF _ a0
Puis TBSCI 3 &q " Rdt=63%
» 7% del82et 13% del81

AgNO; 3 éq dans pyridine = 1h05aTA
5 Puis Uridine dans THF = Pyridine / THF 3:14
Puis TBSCI 3 éq » Rdt=81% (et 8% d&82)

AgNO; 3 éq dans pyridine = 1haTA
6 Puis Uridine dans THF Pyridine / THF 3:14
Puis TBSCI 3 éq * Rdt=86% (et 6% d&82)

Tableau 17.Optimisation de la synthése du comph86.

Des essais d’O-alkylation sont alors effectuéslswomposél80 (Schéma 114). En
présence de 2,5 éq de NaH et-fomoacétate deert-butyle dans du THF, apres 20h
d’agitation, un mélange de produits est obtenun@€knge contient du produit de départ mais
aussi des produits provenant de la réaction dekiation non désirée. Comme dans le
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chapitre précédent, des essais de protection ddeéNIHiracile par un groupe benzoyle ont été
effectués et se sont révélés non concluants.

o)
| | N co,tBu
TBSO R"Q N/go
O ~
HO RO  OR
R=R =R"=TBS
180 183 ou CH,CO,t-Bu

Schéma 114Essai d'O-alkylation sur le compo80.

Apres analyse détaillée du brut réactionnel obteraides essais d’O-alkylation, nous
nous sommes apercus de la formation de tout unngpélde produits ayant des polarités tres
proches. Or nous devrions observer seulementrmigeaux produits (un composé N-alkylé,
un O-alkylé et un di-alkylé en positions N et Oh fait, il existe aussi des problémes de
transsilylation. S. S. Jones et C. B. Ré&sent rapporté que des dérivés isoméres 2’ @-3'-
TBS-ribonucléoside subissent une interconversiarupa réaction equilibrée. Cette réaction
se produit particulierement dans du méthanol etcastlysée en présence de base. Le
mécanisme de migration du groupement TBS est igdifdessous (Schéma 115) :

TBSO U TBSO y TBSQ Y TBsQ v
. & 3 Na*, H- ) B ", - S “Y Na+
A\(?\ OTBS . Na*O O, Me o.TO Nar Me O O Na
H\_/ VSI\ /Si\M \Si‘
Me  “t-Bu Me™ | Me /[ Me
t-Bu t-Bu
182 183

Schéma 115Mécanisme de la migration du groupement TBS gm#&ition 2’ a la position 3'.

La migration peut aussi avoir lieu avec la positionCette transsilylation explique
donc la formation de plusieurs produits. Pour féxinous pouvons ajouter un sel de lithium.
Des essais utilisant un équivalent de bromure tauitn ou de chlorure de lithium dans du
THF ont conduit a une réaction plus propre, maiés@ntant toujours quatre produits.
L’isolation de ces produits a montré qu’ils étaiemis N-alkylés, le produit majoritaire étant
uniguement N-alkylé (Tableau 18).

25 Jones, S. S.; Reese, C.BChem. Soc., Perkin Trans1979 2762-2764.
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Essai NaH BrCH,CO,t-Bu LiX Résultats

Nombreux produits dus aux
1 2,5¢€éq 2,5€éq / réactions de N/O-alkylations et de
transsilylation

LiBr 3 produits N, O et/ou di-alkylés

2 L5eq Loeq 1éq Produit majoritaire N-alkylé

. . LiCl 3 produits N, O et/ou di-alkylés
3 1.5¢eq 1.5¢eq 1éq Produit majoritaire N-alkylé
4 2,5€éq 1,1éq lé'(é::q Plusieurs produits tous N-alkylés

Tableau 18.Récapitulatif des différents essais d’O-alkylatsum le compos&80.

Au vu de ces problemes de régiosélectivité, noamspréféré développer la voie de
synthése B qui passe par la formation d’'un anhydri@oside.

[I.2.  Synthese de I'uridine aminoxy acide via la voie B

La voie de synthése B (Schéma 116) présente phssiavantages. En effet, les
principales difficultés rencontrées précédemmentncement des problémes de
régiosélectivité. La formation de la 2,2’-anhydidire 184 permet de bloquer les positions
2'-0 et 3-N.

o) o)
N N
HN~q IJJ] IJJ]
o ¥ PRIING S U PhthNO OJ\N HO o)\N
0 0
- — \\g — \\® — \\® ——> Uridine
5 O:> O o Ho'
© tBUO,C
OH t-BuO,C 184

Schéma 116Rétrosynthése de I'uridine aminoxy acitE9via la voie de synthése B.

[l.2.a. Synthése de la 2,2’-anhydro-50-phthalimidouridine

La synthése de la 2,2'-anhydrouridii®4 a été décrite pour la premiére fois en
19662°° puis une synthése améliorée donnant le comp84&vec un rendement de 84% a
été rapportée en 1996 par I'équipe de G. Mct5e&n reprenant ces derniéres conditions
(carbonate de diphényle 1,1 éq, uridine 80°C puwasiGi 0,03 éq, 120°C, 5h), le produit
désiré est obtenu par précipitation avec un rended®82%.

2% Hampton, A.; Nichol, A. WBiochemistryl966 5, 2076-2082.
%"McGee, D. P. C.; Vaughn-Settle, A.; VargeeseZ8ai, Y.J. Org. Chem1996 61, 781-785.
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La seconde étape est l'introduction du groupemdhgimidoxyle a l'aide de la
réaction de Mitsunobu (Schéma 117).

(@]

8
PG Ay
N

N N

HO HO

184 185
Schéma 117Réaction de Mitsunobu sur le compd$4.

La réaction a tout d'abord été réalisée dans leaditions classiques N¢
hydroxyphthalimide, PRh DIAD) dans le DMF (Essai 1 - Tableau 19). Cependde
composél84 est insoluble dans ce solvant et aucun avancedeela réaction n’est observé.
Afin de solubiliser le produit de départ, du THF dat toluéne sont ajoutés, sans succes.
L’ajout de DMSO permet de solubiliser le mélangerds 2 semaines a TA, la réaction reste
incompléte mais un nouveau produit s’est formejdutde réactifs (PRhDIAD) ne permet
pas une meilleure conversion. Apres traitement dieuret purification par chromatographie
sur colonne, le produit désitd5 est obtenu avec un rendement de 35% (Essai A)tilisant
le DMSO pur comme solvant (Essai 3), aucune réaat® se produit. Malheureusement,
Nnous n’avons jamais pu reproduire cette réaction.

Essai Solvants Résultats

= Anhydrouridinel84insoluble

1 DMF = Pas de réaction

Mélange DMF, THF,
toluéne et DMSO

Formation du composk85
Rdt = 35%

Anhydrouridinel84 soluble

3 DMSO = Pas de réaction

Tableau 19.Essais de réaction de Mitsunobu sur le comfi8gé

[1.2.b. Synthese de la 2,2’-anhydro-50-diméthoxytrityluridine

Nous avons alors envisagé d’introduire le groupeémi@MT en position 5. Ceci
permet, d’une part, d’introduire le groupement phithidoxyle plus tard dans la synthése, et
d’autre part, d’'accéder a la formation de dimerksidine liés par liaisonN-oxy amide
(Schéma 118).
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PhthNO U

EtO.C Et oc A d /OR
oﬁ)
N
0
H U
K@
HO  OR

Schéma 118Voie de synthése B’ envisagée.

L’introduction du groupement DMT se fait en présende DMAP en quantité
catalytigue et de DMTCI (1,1 éq) dans la pyridigci{éma 119), le rendement est plutot
faible (48% contre 56% dans la littérature poulPDC. McGeeet al?*’ et 70% pour A. Patra
et al®® avec le méme protocole), ceci s’expliquant paiotanation du produit di-substitué.
Afin d’essayer d’améliorer ce résultat, un autreags été réalisé en utilisant les conditions
appliguées a la thymidine (Chapitre 3, Paragrapgh&, Ip. 83), c'est-a-dire 2 éq de
triethylamine et 1,1 éq de DMTCI dans la pyridineeflux pendant 1h30, mais le composé
186n’a été obtenu qu’avec un rendement de 42%.

N
[
)\ DMTCI1,1éd  puTo /l\/lﬁ
O o N

DMAP cat.
Pyridine

—_— -

\\S 48% \\S
HO HO

184 186
Schéma 119Introduction du groupement DMT sur le compa8é.

[I.2.c. Synthése de la 2,2’-anhydro-50-diméthoxytrityl-3’- O-
éthoxycarbonylméthyluridine

Afin d’obtenir le composé désir&87, une réaction d’O-alkylation est nécessaire
(Schéma 120).

%8 patra, A.; Richert, Cl. Am. Chem. So2009 131, 12671-12681.
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NaH 3 éq
BrCH,CO,Et 4,5 éq

THF anhydre

O O
0) 0)
DMTO\\O@\l DMTO\\O@\l

TA, 1 nuit
o 70% R
HO (0]
186
EtO,C
187

Schéma 120Réaction d’'O-alkylation.

Cette réaction d’'O-alkylation n’a, a notre connaig®, jamais été décrite dans la
littérature sur un composé de type 2,2-anhydroneidAfin de synthétiser le composé&?,
nous avons utilisé les conditions classiques Nabromoacétate d'éthyle ou dert-butyle
dans le THF. En augmentant les quantités de rgaatifus sommes parvenus a améliorer le
rendement de 53 & 70% (Tableau 20).

Essai Conditions Rendement
NaH 3,2 éq 0
1 BrCH,COt-Bu 1,4 éq 53%
NaH 3 éq 0
2 BrCH,COLE 4,5 éq 70%
3 NaH 4,5 eq 63%

BrCH,CO,Et 6 éq

Tableau 20.Optimisation des conditions de la réaction d’Oykdikion sur le composE86.

[1.2.d. Synthese de la 5©-diméthoxytrityl-3’- O-éthoxycarbonylméthyl-2’-
O-méthyluridine

L'étape suivante est I'ouverture de I'anhydronuside187. Cette étape s’effectue en
présence d’'un nucléophile (Schéma 121).

(0] (0]
DMTOKO@I DMTOKO@\I

—_—
os os ‘Nu
EtO,C EtO,C
187 188 Nu = OMe

Schéma 121.Etape d’ouverture de I'anhydronucléosid®.
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Dans la littérature, I'ouverture des 2,2’-anhydrd@osides a largement été étudiée.
L’ouverture peut mener a des nucléosides de cardiguns différentes. Comme nous allons
le voir dans les exemples suivants, I'ouverturecases groupements azido, halogenure ou
thiol méne a une configuration ribofuranose alane tjouverture en présence de soude ou
d’ammoniaque conduit & une configuration arabirariose.

Dans le but d’introduire une fonction amino en posi 2, une voie de synthese
utilisée est le passage par I'anhydronucléoside pauverture par un azoture et enfin la
réduction de l'azide en amine (Schéma 122). Cetiequlure a notamment été utilisée par B.
Greiner et W. Pfleiderét’ en 1998 et par A. Patra et C. Richi&ren 2009. Les premiers ont
réalisé I'ouverture en présence de I'azoture deuim (5 €q) dans le DMF a 120°C pendant
16h et ils ont obtenu le produit désiré avec urdeement de 66%. Les seconds ont utilisé de
'azoture de sodium en présence d'éther couronnrerdbn-5 dans le DMF a 120°C et le

rendement a été amélioré a 89%.
0 o)

| HN | HN
DMTO o/k DMTO o)\ A, DMTO o)\

N 10% Pd/C
—_— —_—

HO HO N, HO 'NH,

Schéma 1220uverture de I'anhydronucléoside par un azoturedsd fonctionnaliser le nucléoside en position
2’ par un groupement amine.

Les nucléosides fluorés ont des propriétés biologggintéressantes (Chapitre I,
Paragraphe 1.4, p. 55). C’est pourquoi l'introtlan du groupement fluorure par I'ouverture
d’'un 2,2’-anhydronucléoside a été étudi®eC’est une approche simple, courte et directe
comparée a la fluorination par le passage par abirmvnucléoside. L'ouverture peut se faire
en présence de HF-pyridine dans le dioxane a 12@t@ant 18h ou en présence de KF,
dibenzo-[18]-crown-6 dans le DMF a 120°C pendan{Sthéma 123).

NH, o) 0
NZ KF, dibenzo- HF-pyridine HN
)\ || [18]-crown-6 )\ | || dioxane )\ |
HO o DMF, 120C HO 120-125C o

o)  4h4a0% N 8h, 31% 075 N
_—

HO HO ’F HO HO F
Schéma 1230uverture de I'anhydronucléoside par un fluorure.

Lorsque cette approche ne donne pas des résultifaisants, I'anhydronucléoside
est ouvert en présence de soude 1N pour donnerutdéaside de configuration
arabinofuranose puis le fluor est introduit en preée de DAST (Schéma 124).

29 Greiner, B.; Pfleiderer, WHelv. Chim. Acta 998 81, 1528-1544.
#0ghj, J.; Du, J.; Ma, T.; Pankiewicz, K. W.; Padtar, S. E.; Tharnish, P. M.; McBrayer, T. R.; Sty J.;
Otto, M. J.; Chu, C. K.; Schinazi, R. F.; WatanakeA. Bioorg. Med. Chen005 13, 1641-1652.
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0 0 0

F F F

| | T
HO O)\N THPO O)\N THPO O)\N

o a o b o

—_— —_—

OH
HO THPO THPO
0 0
F F

HN | HN |
THPO 7“\ HO 4]‘\
—_— —_—
THPO  F HO F
Schéma 124Introduction du groupement fluorure en passantypaarabinonucléoside. Réactifs et conditions :

a) DMF, 3,4-dihydra2H-pyrane,p-TsOH, 0°C, 4h, 76% ; b) NaOH 1N, MeOH,®{ TA, 2h, 100% ; c) DAST,
CH.Cl,, pyridine, -70°C a reflux, 4h, 96% ; fjTsOH, MeOH, TA, 3h, 95%.

Un autre exemple est I'ouverture par un thiol. La-anhydrouridine est chauffée
avec du 2-(triméthylsilyl)éthanethiol a 120°C ddasDMF en présence de carbonate de
potaszglium pendant 3h et le produit 2'-sulfide dédepu avec un rendement de 88% (Schéma
125):

o) o)
2-(triméthylsilyl)-

N éthanethiol HN

o P& | K,CO,, DMF o |
o~ N 120, 2h 0~ N
o) o)
& 88% & Y
HO HO

Schéma 1250uverture par un thiol.

Enfin, un groupement alkyle peut étre introduituéitisant un acide de Lewis (Schéma
126). L'utilisation de triméthyl borate dans le im&@tol dans des conditions de haute
température et de haute pression (150°C, 200 msipet I'introduction d’'un groupement
méthyle?®® En présence de BH'HF et d’éthyléne glycol & 150°C sous pressionhyuiroxy
alkyle a été introduft®® Ceci peut nous permettre d'introduire la fonctamide carboxylique
sur un nucléoside afin d’envisager une nouvelleesgoligonucléosides portant la fonction
acide carboxylique en position 2.

%1 Chambert, S.; Gautier-Luneau, |.; Fontecave, M¢dt, J.-LJ. Org. Chem200Q 65, 249-253.
#2Ross, B. S.; Springer, R. H.; Tortorici, Z.; Dinkp&. Nucleosides Nucleotidd997, 16, 1641-1643.

3 prakash, T. P.; Kawasaki, A. M.; Fraser, A. S.sij&z, G.; Manoharan, M. Org. Chem2002, 67, 357-
369.
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o)

0 Sel

TBSO O)\N TBSO O)\N
o) o)

HO' Ho  oR

R = Me, CH,CH,OH
Schéma 1260uverture par un alcool.

Afin d’introduire un groupement méthyle en positi®n nous avons choisi une autre
procédure qui est réalisée en présence de dimétiamésium Mg(OCH,.2** Mg(OCHs),
est une base faible, ce qui élimine la possibdigeformer I'époxyde avec I'hydroxyle en
position 3’ et par conséquent, la formation de tacsure arabinofuranosyf&® La seule
réaction possible est I'attaque en C-2’ et la fdiamade la structure de type ribofuranoside. |I
est également important de noter que le Mg(@g#tbit étre préparé fraichement en présence
de copeaux de magnésium dans du méthanol.

Nous avons donc mis le compds#7 en présence de Mg(OG)H fraichement préparé
et nous avons pu obtenir le produit dé§i®8 avec un rendement de 60%.

Apreés saponification, ce nucléoside pourra étreplgbavec un nucléoside portant une
fonction aminoxyle en position 5" afin d’obtenir aimucléoside lié par liaisoN-oxy amide
(Schéma 127). Faute de temps, nous n’avons pasrpinger la synthese.

DMTO oY
o) o)
HN | HN | SO
H,N— Qo e
DMTO &J\ DMTO %‘\ 2770 B
(@] N o N o
o) o)
______ > + e O
_NH
o OMe o OMe HO R 0
B
> > ~
EtO0,C HO,C \_/
182 HO R

Schéma 127Synthése envisagée pour la synthése d’'un nouveaadléoside lié par liaisoN-oxy amide.

%4 Roy, S. K.; Tang, J.-YOrg. Process Res. De200Q 4, 170-171.
2% Grant Buchanan, J.; Clark, D. Rarbohydr. Resl1979 68, 331-341.
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lll. Synthese des oligonucléosides de la série 2

Parallelement, nous avons entrepris la synthéseolilgenucléosides de la série 2.
Cette série d'oligonucléosides comporte une chiabeenucléosidique plus courte que la série
précédente. La synthese du monom&v® portant une fonction acide carboxylique en
position 5’ et une fonction aminoxyle en positidrd8it étre réalisée (Schéma 128).

1‘ U
v (@]
)
N OH
OR
O\ (0] o U
o NH U : : Uridine
H,N—0 OR
o OR 170
Série 2

Schéma 128Rétrosynthése des oligonucléosides de la série 2.

La synthese du monomét&0 peut étre envisagée a partir de I'intermédiaiet £89
par déprotection du groupement benzoyle et réactionydation. L'intermédiaire clel89
pourrait étre obtenu par ouverture de I'anhydro@oside 190 a l'aide du nucléophile
BocNHOH. Le compos&90 peut étre obtenu a partir de 'uridine.

(0] O O
HN N N
&l\ I Z /M/[E z /M/[E
:BO BzO 07

HO,G o V
B0 o Uridi
TN TN TN T
H,NO  OMe - __/ ¢
BocNHO  OMe OMe ‘OH
170 189 190 191

Schéma 129Rétrosynthése du monomélrgl.

lll.1. Synthese de la 2,3’-anhydro-5’-O-benzoyl-2’-O-mditmdine

La synthese de la 2,3-anhydro-6-benzoyl-2O-méthyluridine 190 s’effectue en
deux étapes a partir de l'uridine (Schéma 130)pieaniére étape consiste en une réaction de
Mitsunobu qui permet, a la fois d'introduire le gp@ment benzoyle en position 5’ et de
former I'anhydronucléoside. La seconde étape eptdgection de I'hydroxyle en position 2’

PPh, 1,5 éq

par un groupement méthyle.
O
NaH 1,2 éq N
Mel 1,2 éq /M /
DIAD 1,5 éq BzO DMF anhydre BzO
=0

o)
N
A
DMF, TA, 30 min %o TA, 4h o
Uridine - z —_— z
Puis PPh; 1,5 éq g 49% ¢

PhCOOH 1,5 éq

DIAD 1,5 éq 2 2
82% 191 190

Schéma 130Synthése de la 2,3'-anhydro-6-benzoyl-2’O-méthyluridine190
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Dans la littérature, la synthése de la 2,3-anmEl¥®-benzoyl-2’-désoxyuridine est
décrite. Il s’agit d’une réaction one-pot en deumapés dans laquelle une réaction de
Mitsunobu intramoléculaire permet la cyclisatiom téaction s’effectue en deux temps, tout
d’abord, du DEAD, de la triphénylphosphine et deide benzoique permettent I'introduction
de I'ester benzoate en position 5’ et, ensuit¢goliede quantités supplémentaires de DEAD et
de triphénylphosphine permet la cyclisation intréoolaire?®®

Nous avons donc réalisé la réaction sur l'uridibees conditions nous ont permis
d’obtenir le produit désird91 Le premier essai, réalisé sur 100 mg, donne deypr 191
avec un rendement de 57%. En augmentant les gegfttiaction réalisée sur 500 mg), nous
avons pu obtenir un rendement de 82%.

La seconde étape est une étape de O-alkylatioa.skffectue en présence de NaH
(1,2 éq) et de iodure de méthyle (1,2 éq) dansN&-[pour donner le produit90 avec un
rendement de 49%.

[11.2. Ouverture de 'anhydronucléoside

L'étape clef de la synthese est I'ouverture deHialronucléoside par un nucléophile.
Nous voulons introduire en position 3' un groupemesntenant la fonction aminoxyle O-
NH,. Tout d’abord, nous allons voir quelles sont lesgipales méthodes utilisées dans la
littérature pour ouvrir cet anhydronucléoside.

[11.2.a. Introduction bibliographique

Les conditions d’ouverture utilisées dans le cas #8g’-anhydronucléosides sont

similaires a celles utilisées dans le cas des @)Bydronucléosides. L'ouverture par des
groupements azido et thiol a été décrite danstédiure.

La méthode de synthese passant par un anhydrosig#éa notamment permis
I'élaboration d’'une nouvelle voie de synthése @&T. Cette méthode est rapide, efficace et
donne de bons rendements (Schéma 131)ouverture s'effectue en présence de 44,5
€qg) dans le DMF en chauffant 5h a 125°C pour dom@metomposé désiré92 avec un
rendement de 90%.

T

a (0]

Thymidine ———>

(0] (0]
(Y e
4-OMeBzO O)\N 4-OMeBzO N/go HO
—_— —_—

S N
N3 N3

192 AZT
52
Schéma 131Synthése de I'AZT par S. Czernecki et J.-M. \ial€&éactifs et conditions : a) DIAD 1,5 éq, RPh
1,5 ég, 4-MeOgH,COH 1,5 éq, DMF, TA, 15 min puis DIAD 1,5 éq, PPh5 ég, DMF, TA, 30 min, 86% ; b)
LiN3 1,5 éq, DMF, 125°C, 5h, 90% ; c) NaOMe, MeOH, T.&h, 94%.

26 czernecki, S.; Valéry, J. M. Chem. Soc., Chem. Commi:89Q 801-802.
%7 Cczernecki, S.; Valéry, J. MBynthesid991, 239-240.
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D’autres exemples décrivent la synthése de la Bea?-désoxy-5'0-
diméthoxytritylthymidine194. L'ouverture du compos&93 est réalisée dans un meélange
DMF / HMPA avec 7,2 éq de Nakendant une nuit a 100°C. L'azid84 est ensuite réduit
en présence de NaBHlans l'isopropanol a reflux pendant 24h. Le prod@xamino-3’-
désoxy-5"O-diméthoxytritylthymidine195 est ainsi obtenu avec un rendement de 81% sur
deux étapes (Schéma 13%Les conditions LiN (3 éqg) dans du DMF anhydre pendant 8h &

135°C peuvent aussi étre utilisées et donnentdeyir désiré avec un rendement de 75%.
o)

0
0
. \ElkNH | NH
JI\ | DMTO N/go DMTO N/&O

NS H,N

193 194 195
Schéma 1320uverture par un groupement azido. Réactifs editions : NaN, DMF, HMPA, 100°C, 1 nuit ;
b) NaBH,, iPrOH, reflux, 24h, 81%.

Le passage par un 2,3-anhydronucléoside a égatgmeemis d’introduire facilement
un atome de soufre en position 3’ du nucléosidbé®a 133). Ici, la synthése de nucléoside

disulfide 197 a pu étre réaliség®
o)

O
O
NH NH
N| | HO | /& HO | /g

N
<

s H,CSS

193 \\\ 197

—Si—

196
Schéma 1330uverture par un groupement thiol. Réactifs etlt@ns : a) i-NaH 1,2 éq, (CGHSiCH,CH,SH
1,2 éq, DMF, 90°C, 24h ; ii-gCHCOOH, CHCl,, 56% ; b) (CH),CH;SSBF, 2 éq, CHSSH 40 éq, THF, TA,
48h, 74%.

[11.2.b. Syntheése de la 50-benzoyl-2’-O-méthyl-3’-O-tert-
butoxycarbonylaminouridine

Pour notre part, nous voulons introduire la fonttaoninoxyle lors de I'ouverture de
'anhydronucléoside. Nous pouvons donc utiliserBecNHOH en présence d’'une base
(DBU) pour réaliser la réaction (Schéma 134). DaridMF, a température ambiante, aucune
réaction n’a lieu. Lorsque I'on chauffe le milieéactionnel, aucun avancement n'a été
observé pour des températures allant de 40 a 1RRBCla suite, le milieu réactionnel a été

chauffé a 140°C et au bout de quelques heures ddujrs’est dégradé (apparition de
nombreuses taches en CCM).

28 Chen, J.-K.; Schultz, R. G.; Lloyd, D. H.; Gryazn&. M.Nucleic Acids Re4.995 23, 2661-2668.

29 Avino, A.; Gliimil Garcia, R.; Albericio, F.; ManM.; Wilm, M.; Neubauer, G.; Eritja, BBioorg. Med.
Chem.1996 4, 1649-1658.

2 Gerland, B.; Désiré, J.; Balzarini, J.; Découd, JBioorg. Med. ChenR008§ 16, 6824-6831.
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BocNHO
190

189
Schéma 134Essais d’ouverture a I'aide de DBU et de BocNHOH

Nous avons alors envisageé d’introduire le groupdmahthalimidoxyle (Schéma 135)
Cependant en utilisant les mémes conditions, aucawion n'a été observée

R A

PhthNO'

NH

D IIO

190

198
Schéma 135Essais d’ouverture a I'aide de DBU etMdnydroxyphthalimide

En raison de I'impossibilité d’ouvrir le nucléosidvec un nucléophile approprié, nous
avons abandonné cette voie de synthése pour le nignoer nous consacrer a la synthése des
oligonucléosides de la série 3
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V. Synthese des oligonucléosides de la série 3

Dans cette partie, nous allons développer la sgetides monomerds 1 et 172 qui
permettent I'obtention des oligonucléosides deélaes3. Ces travaux ont été effectués par
Laura Nodin pendant son stage de Master 2.

-0 U

C‘ 'z, O U
({)n, on ~
>\H ST — Uridine

\O U : s‘ “,
o 0 (V)n ©OR
>/\OH
S s, o
o OR
. 171n=0
Série 3 179n=1

Schéma 136Rétrosynthése des oligonucléosides de la série 3.

Les monomere&71et172 présentent un carbone en position 3'. A particdmnposé
180 protégé sélectivement en positions 2’ et 5, latlsgse des monomerggl et 172 peut
étre envisagée par l'oxydation de la fonction alclilore en position 3’ (formation du
composel99 suivie d’'une réaction de Wittig. L’hydrogénation I'hydroboration qui suit
doit étre stéréosélective afin d’obtenir la confajion ribofuranose désirée. Il reste alors a
introduire la fonction aminoxyle en position 5’ (&ena 137).

TBSO
HN~q u oY TBSO U
o)
j R ., j
Hc>c§ zOTBS \ OTBS
2 OH
171 o Y
o  oTBS
H,N~4 U TBSO / 199
ﬁ
M~ f—
\ OTBS
TBSO
CO,H oY
172
HO  OTBS
180

Schéma 137Rétrosynthése des uridine aminoxy acitiéset172

IV.1. Synthese de I'intermédiaire oxydé en position 3’
A partir du composéd80 précedemment synthétisé, la premiere étape estdaon

de la fonction alcool en position 3’ pour conduae composél99 Dans la littérature,
plusieurs méthodes d’oxydation ont été rapportées.
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En 1967, A. F. Cook et J. G. Moffatt ont décrit pour la premiére fois 'oxydation de
la 2’,5-di-O-trityluridine avec le DMSO. lls ont mis au poinnhar méthode décrivant
I'oxydation en présence de DMSO et de DCC. La AjsO-trityluridine est dissoute dans un
meélange de DMSO anhydre et de benzéne (1:1) caontt@néq de DCC, 1 éq de pyridine et
0,5 ég de TFA. Apreés traitement et purificationctenposé oxydé désiré est obtenu avec un
rendement de 66%.

Cette méthode est comparée a d’autres méthodegdditan. Ces méthodes, utilisant
également le DMSO, sont I'oxydation en présenceategoxyde de phosphore,(B) décrite
par K. Onoderat al?’? et 'oxydation en présence d’anhydride acétiqumoatée par J. D.
Albright et al?”® La premiére méthode s'effectue en chauffant & 80i@nélange contenant
le composé de départ et dpCR (1,2 éq) dans le DMSO et permet I'obtention du posg
oxydé avec un rendement de 57%. La seconde méttmu®e le composé oxydé avec un
rendement de 44%

L'utilisation du DMSO permet donc la synthese de 3aoxouridine avec des
rendements moyens.

L’'oxydation a aussi été décrite sur la positioml@’I'uridine dont les positions 3’ et 5’
sont protégées par un groupement TIPS. Les conditigtiisées sont celles de Swern
(DMSO, chlorure d’oxalyle et BN).>’* Elles permettent d’obtenir le composé oxydé avec u
meilleur rendement que ceux obtenu par J. G. Mo#fall En effet, le produit désiré est
obtenu avec un rendement de 77% par précipitation.

En 1984, F. Hanssk€ a décrit I'oxydation de la 2’,5-bi®-TBS-uridine 180 en
présence d’'un mélange 3@ pyridine / AgO 1:2:1. Ce procédé permet la synthése du
composé oxydé99avec un rendement de 89%.

En 1990, une autre méthode qui utilise le réaatif Rkss-Martin a été rapportée
(Schéma 138). Elle permet la synthese du comp@8éavec un rendement de 93%.

ACO\-l-/OAC
N
0 OAc
TBSO U TBSO U
0] 0] (0]
S CH,Cl, 3
HO OTBS (@] OoTBS
180 199

Schéma 138Synthése du compo4€9décrite par F. Hansslet al

Pour notre part, nous avons choisi d'utiliser |&,&6-tétraméthyl-1-pipéridine
nitroxyle (TEMPO), en milieu biphasique, en présedthypobromite de sodium qui permet
une oxydation douce dans des conditions radicalait® procédé permet des oxydations
rapides, sélectives et avec de trés bons rendefR{@nts

La réaction s’effectue donc a 0°C dans le dichl@gtirane en présence de 0,1 éq de
KBr, d’'une solution de NaHC£a 5% pour tamponner le milieu, de 1 éq de TEMP@wate

2’1 Cook, A. F.; Moffatt, J. GJ. Am. Chem. Sot967, 89, 2697-2705.

22 Onodera, K.; Hirano, S.; Kashimura, N.Am. Chem. Sot965 87, 4651-4652.
273 Albright, J. D.; Goldman, LJ. Am. Chem. Sot965 87, 4214-4216.

2% Ueda, T.; Shuto, S.; Satoh, M.; Inoue Ndicleosides Nucleotidd985 4, 401-4009.
2> Hansske, F.; Madej, D.; Robins, M Tektrahedronl 984 40, 125-135.

278 apelli, P. L.; Biffi, C.; Montanari, F.; Quici, Sl. Org. Chem1987, 52, 2559-2562.
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solution commerciale d’'eau de Javel (Schéma 138)rdaction est totale, trés propre et
fournit le produit désiré avec un excellent renden{82 a 92%). Il est a noter que la qualité
de I'eau de Javel commerciale est importante ptefiguournit 'oxydant NaOCI et qu’'une
eau de Javel un peu vieille peut entrainer desestidg rendement.

KBr 0,1 éq
NaHCO,; 5%

NaOCI 10,2%

TBSO U TEMPOléq  TBSO U
0] CH,CI,, 0C, 30 min 0]
puis TA, 30 min
HO  OTBS 92% 0 ‘oTBS
180 199

Schéma 139Synthese du compo4€9.

IV.2. Reéaction de Wittig

L'étape suivante est une réaction de Wittig, eenpet, dans un cas, l'introduction de
la fonction ester, et dans l'autre, I'introductidiun groupement methylene qui pourra aprées
réactions d’hydroboration, d’hydroxylation et d'agtion conduire a une fonction acide
carboxylique.

IV.2.a. Synthése de la 3'-désoxy-3’-éthoxycarbonylméthyler®,5’-di- O-
(tert-butyldiméthylsilyl)uridine
L’introduction d’un groupement ester en positionddin nucléoside a préalablement

été décrite dans la littérature. Cette réactioMtitig s’effectue avec un rendement de 70%
en présence de 1,2 éq de phosphorane dans le B5fcgpendant 14h (Schéma 140).
0

o)
PN
N OBn
\(lkN/\OBn | /&
TBSO N/&o Ph,P=CHCO,Me 1,2 éq TBSQ N° "0
~

THF, 65T, 14h

3 70%

(e} OMe

CO,Me
Schéma 140Réaction décrite par P. Von Meattal.

La réaction de Wittig permettant de préparer la déSoxy-3'-
éthoxycarbonylméthyléne-2’,5’-db- (tert-butyldiméthylsilyl)uridine 200 s’effectue donc en
présence du phosphorane adapté dans le THF (Sd#a

Le phosphorane, préalablement synthétisé, essatdn leéger exces (1,5 €q) afin de
garantir le meilleur résultat possible. Nous avohsisi de réaliser la réaction a température
ambiante, ce qui nécessite un temps de réactianl@hg. En effet, la réaction est incomplete
au bout d’'une nuit et nécessite 24h supplémentpivas atteindre une conversion de 100%.
Apres purification, une huile transparente estmléeavec un rendement de 78%. Nous avons

2"\Jon Matt, P.; Lochmann, T.; Kesselring, R.; Altmai.-H. Tetrahedron Lett1999 40, 1873-1876.
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obtenu un seul isomére mais nous n'avons pas ahércléterminer sa configuration puisque
I'étape qui suit est une hydrogénation.

TBSQ o Y Ph,P=CHCO,Et 1,5 éq
THF, TA, 36h
' 78%

o ‘oTBS

TBSO U

‘oTBS
CO,Et

199 200

Schéma 141Synthése du compo260.

Des recherches supplémentaires dans la littératntemontré que la synthése du
compos&00a été décrite avec un rendement de 96% en pdetamtieu réactionnel a reflux
dans le dichlorométhane pendant f6hCes conditions pourront donc étre testées afin
d’améliorer le rendement de cette étape.

IV.2.b. Synthése de la 3'-désoxy-3’-méthyléne-2’,5'-dD-(tert-
butyldiméthylsilyl)uridine

Une réaction de Wittig permet également de prépgar@rdésoxy-3’-méthylene-2’,5'-
di-O-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine201 (Schéma 142).

TBSO U Ph,P*CH,, Br 2,6 €  TBSO U
\\;177 t-BUOK 2,6 éq, THF
71% %
o OTBS OTBS
199 201

Schéma 142Réaction de Wittig permettant la synthése du ca@pol

Afin de réaliser cette réaction, nous avons utilis@ procédure de A. Rosentledl
reprise ensuite au laboratoffel'ylure de phosphore est générésitu par action du
tert-butanolate de potassium (2,2 éq) sur le sel degdtanium P§P'CHs, Br™ (2,6 éq) dans
le THF anhydre. Le produit est obtenu sous formenel’ huile Iégérement jaune avec un
rendement de 71%.

a|.279

IV.3. Etape d’hydrogénation et d’hydroboration

IV.3.a. Hydrogénation de la 3'-désoxy-3’-éthoxycarbonylméthlene-2’,5'-
di-O-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine

La suite de la synthése consiste en I'hydrogénatienla double liaison C=C du
compos&00 précédemment synthétisé (Schéma 143). Classiquetaegduction s’effectue
en présence de Pd/C activé commercial dans le m#tH4*’®?*°Cependant, une nouvelle
méthode a été récemment reportée dans la littérg@r F.-X. Felpin et E. Fouquét. Le

2’8 peterson, M. A.; Nilsson, B. L.; Sarker, S.; Datmasski, B.; Zhang, W.; Robins, M. J. Org. Chem1999
64, 8183-8192.

2¥ Rosenthal, A.; Sprinzl, MCan. J. Chem1969 47, 3941-3946.

20| ee, K.; Wiemer, D. FJ. Org. Chem1993 58, 7808-7812.

21 Felpin, F.-X.; Fouquet, EChem. Eur. J201Q 16, 12440-12445.
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catalyseur PUC est générén situ a partir de charbon actif (charcoal) et d’acétaée
palladium. La réaction d’hydrogénation a lieu ddasméthanol sous une atmospheéere
d’hydrogéne et a l'avantage d’employer des conagtidouces et peu de palladium. Nous
avons donc dans un premier temps adapté ce pretdeolr cela, a une solution 2@0 dans
du MeOH, est ajoutée une pointe de spatule d’aémtpalladium et de charcoal. Le milieu
est soumis a un léger flux de dihydrogene (balbbmtmosphere) pendant 36h. Le produit
désiré202 semble se former mais la réaction demeure incampi®éme en ajoutant du %@
(Schéma 143).
TBSO U Pd(OAc), 0,0005€q  TBSQ U

charcoal, H, (flux)
MeOH, TA, 36h

/' “otgs Reéaction incompléte

- (conversion ~60%)

CO,Et CO,Et
200 202

Schéma 143Réaction d’hydrogénation du compdXi.

Etant donné que la réaction semble bloquer, noossautilisé un autre protocole
utilisant 0,05 éqg de Pd/C activé a 10% en mass® qire de I'acide acétique. La réaction est
alors compléete et nous obtenons un produit plugiggotue le produit désiré formé sans ajout
d’acide acétique. L’isolation de ce produit morgte le groupement TBS en position 5’ a été
déprotége, ce qui permet de gagner une étape. aaduipr203 est obtenu avec un bon
rendement de 79% (Schéma 144).

TBSO U Pd/C 10% 0,05 &g HO y
H, (flux), AcOH
MeOH, TA, 36h
7 “otes 79%
CO,Et CO,Et
200 203

Schéma 144Réaction d’hydrogénation du compdXi.

La configuration de I'atome C3’ doit étre vérifiden effet, nous désirons obtenir le
composé de configuration ribofuranose. Pour cela, spectre RMN 2D NOESY est
envisageable. Comme nous le verrons par la swetd,sera rendu inutile par une réaction
détaillée paragraphe IV.4.b, p. 161.

IV.3.b. Hydroboration de la 3’-désoxy-3’-méthyléne-2’,5’-diO-(tert-
butyldiméthylsilyl)uridine

Afin d’envisager la synthése du monomelél, le composé201 doit subir une
réaction d’hydroboration puis d’hydroxylation, ceiaqous permet d’introduire une fonction
alcool en position 3’ qui pourra par la suite @&xgdée (Schéma 145).

TBSO U HN~q U

~

o:\“ ‘oTBS
OH

201 204 171
Schéma 145Réaction d’hydroboration du compada@l

TBSQ U
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Les conditions utilisées pour la synthése du com@0g s’appuient sur des travaux
précédemment effectués au laboratdirea réaction s'effectue en deux étapes, la premiére
étape est réalisée en présence de B €qg) dans un mélange THF JAH1:1 et la seconde
en présence de soude 2N et d’eau oxygénée. Cetiagosnde nous ont pas permis d’obtenir
le produit désir€04. De plus, nous souhaitons obtenir le composé etboon le composé
xylo, ce qui implique un controle de la stéréosil@é de la réaction.

Dans la littérature, la stéréosélectivité de lactiéa d’hydroboration de composés
dérivés du 3'-désoxy-3'-méthyléneuridine a été eatf? La formation de I'isomére ribo ou
xylo dépend de plusieurs facteurs. Les facteurdi€tusont I'importance du groupement
protecteur en position 5’ (TBS ou MMT), le borartdise (BHs.Me,S ou 9-BBN-H) et enfin
le solvant utilisé (THF, toluene ou hexane). L'@wmontré que le groupement protecteur a
une influence stérique et que le groupement MMToffie la formation du composé de
configuration ribo. De méme, l'utilisation de BMe,S favorise la formation de l'isomeére
xylo, alors que I'utilisation de 9-BBN-H favorisa formation de l'isomere ribo. Enfin, les
meilleurs résultats concernant I'obtention de higwe ribo ont été obtenus dans le solvant le
moins polaire, 'hexane.

Finalement, l'utilisation du 9-BBN-H dans I'hexasar le compos05 portant un
groupement MMT en position 5’ leur a permis d'olitda composé rib@06 avec un ratio
82:18 et un rendement, aprés purification, de 64%.

o) ©
/ +
\ “otBsS
OH
205 206 207

Schéma 146Etude de la réaction d’hydroboration par A. WingesR. Stromberg. Réactifs et conditions : i-
9-BBN-H, hexane, 20°C, 20h, ii-NaB@H,O, THF / HO / CHOH 5:2:3, 64%.

Il a également été montré que l'utilisation d’eatygénée dans une solution alcaline
cause des réactions secondaires, notamment la gestgroupements TBS, c’est pourquoi
I'utilisation de NaBQ.4H,O a été préféree.

Ces travaux ont donc montré que pour obtenir umnécelectivité, il est nécessaire

d’introduire en position 5 un groupement protectadapté et par la suite nous tenterons
d’introduire un groupement diméthoxytrityle (Pargghne 11.1, p. 165).

IV.4. Introduction de la fonction aminoxyle en position 5
IV.4.a. Introduction d’'un groupement phthalimidoxyle
A partir du composé203 précédemment synthétisé, nous pouvons envisager

l'introduction de la fonction aminoxyle en positi®hpar une réaction de Mitsunobu mettant
en jeu leN-hydroxyphthalimide.

22\Winqvist, A.; Strémberg, REur. J. Org. Chen2001, 4305-4311.
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CO,Et
203 208
Schéma 147Réaction de Mitsunobu sur le comp@§3.

Différents essais ont donc éteé realisés afin dénsyiser le composg08 (Tableau 21).
Tout d’abord, les conditions optimisées (ajout lentlilué du DIAD, conditions anhydres et
grosses quantités) utilisées pour la synthese d&-@phthalimidothymidine83 ont été
appliguées ici (Essais 1 a 4). Nous avons tentéitesi le solvant utilisé avait une influence
sur la réaction mais, dans tous les cas, aucungagan’a eté observee.

Essai Solvant Conditions Résultats

= Ajout lent et dilué du DIAD
1 THF anhydre = Ajout supplémentaire de 1,5 éq de Produit de départ
DIAD et de PPh

5 Toluene = Ajout lent et dilué d’'une solution Produit de départ
anhydre de DIAD a 40% dans le toluéne P
» Réaction en plus grande quantité
3 THF anhydre pour permettre un ajout trés lent et  Produit de départ
dilué du DIAD
4 DMF anhydre = Ajout lent et dilué du DIAD Produit de départ

» N-hydroxyphthalimide 2 éq
» PPhet DBAD 1,5 éq

» N-hydroxyphthalimide et PRI2 éq
6 THF anhydre = DBAD 3 €q Produit de départ
= Chauffage a 80°C

5 THF anhydre Produit de départ

7 THF anhydre Utilisation d’ADDP et de PBu Produit de départ

Tableau 21.Essais de réaction de Mitsunobu sur le composé

Il était alors intéressant de se tourner versligatiion du ditert-butylazodicarboxylate
DBAB, qui est rapporté pour étre plus réactif qaeDIAD.**® L'essai 5 n'a pas donné de
résultats positifs. Les quantités de réactifs amocdété augmentées et le milieu chauffé a
80°C (Essai 6) mais seul le produit de dépaBa été récupéré.
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Un dernier essai (Essai 7) a été réalisé en utilida la tributylphosphine associée a
de la 1,1’-(azodicarbonyl)dipipéridine ADDP commnedeca été décrit dans la littérature par J.
D’onofrio et al?®® Mais aucune réaction n’a pu étre observée.

Afin de comprendre les difficultés rencontrées 'endombrement stérique de la
position 5, des études cristallographiques sonvisagées avec le laboratoire de
cristallographie de I'Université Jagellone a Craed¥ologne).

IV.4.b. Passage par un intermédiaire halogéné

T. R. Burke Jret al® ont décrit la préparation de certains aminoxy esid partir de
dérivés bromés ou de composés mésylés. Cela nourgdait a nous intéresser a la formation
du composé bromé en position 5.

J. P. H. Verheyden et J. G. Moff&ftont reporté le remplacement de la fonction
hydroxyle en 5’ du 2’,3©,0-isopropylideneuridine par des groupements chlbromo ou
iodo en utilisant de la triphénylphosphine et dul{@Br, ou Cl dans du DMF a

température ambiante.

HO X

Y

(@) Y (0] Y

S :

P P
X=Cl, Broul

Schéma 148Réaction décrite par J. P. H. Verheyden et J. Gffdét. Réactifs et conditions : GA éq, PPkl
€g, DMF, TA, 18h, 70%, 55% et 17% respectivement po= Cl, Br et I.

o

Dans le but de synthétiser le compd® possédant un groupement bromo en
position 5’, le protocole de J. G. Moffadt al. a été adapté. A une solution 2@3 dans du
DMF anhydre, 2 éq de PPlet de CBx sont ajoutés. Aprés agitation pendant une nuit a
température ambiante, le milieu est devenu ora@genbserve I'apparition d’une tache moins
polaire mais il reste toujours du produit de dépa#h supplémentaires n'ont pas permis
d’obtenir une conversion complete. En chauffan@&9pendant 6h, le réactif de départ ainsi
gue le produit précédemment formé disparaissemratit d'un unique produit plus polaire.
Le nouveau produit a pu étre isolé avec un rendemner86% et identifié comme étant la
lactone210

PPh, 2 éq
HO U CBr, 2 éq
o DMF, TA, 36h
puis 90T, 6h
OTBS 86%
CO,Et
203 209 210

Schéma 1490btention de la lactori#gl0a la place du dérivé bror2€9.

283 D'Onofrio, J.; De Napoli, L.; Di Fabio, G.; Montshio, D.Synthesi®006 845-848.
#4\/erheyden, J. P. H.; Moffatt, J. G.Org. Chem1972 2289-2299.
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Cette lactone est connue dans la littérature o#l edt obtenue par la réaction de
déprotection du groupement silyle en position Zh@na 1505’°

TBSQ U LY
© TBAF 1,1 éq
THF, TA, 24h
\ OTBS 93% \[(O
CO,Et
o}
202 210

Schéma 150Réaction décrite par M. J. Robiesal.

La formation de la lacton210 nous a permis de vérifier la configuration absalue
carbone G du compos&03. En effet, cela nous indique que le comp@68 a bien une
configuration de type ribo.

Le but étant d’obtenir le composé bromé en posiigmous avons tenté de convertir
la lactone210 en compos@11 En utilisant 1,5 éq de PPkt 1,5 éq de CByle produit211
bromé en position 5’ se forme mais la réactionresimplete. Des ajouts supplémentaires de
PPh et de CBy ainsi qu’un chauffage a 50°C ne permettent pagngileure conversion.

HO Br
K<Oju ~"
N —_—

o U
e N
O o

210 211
Schéma 151Synthése du compog24a 1 Réaction incompléte en présence desR®Pde CBy dans le DMF.

Afin de mettre au point cette réaction de bromatimus nous sommes tournés vers le
protocole de S. Hanessiat al®®® décrivant une halogénation efficace de la B3>
isopropylideneuridine par traitement avec de lphiénylphosphine et dN-bromo- ouN-
iodosuccinimide avec des rendements respectif® de G7%.

Dans un premier temps, nous avons appliqué lesitcmmsl au compos03 Le
rendement de la réaction n’a pas excédé 40% eonrais la conversion incompléte de la

réaction et de la formation d’'un produit secondédehéma 152).
o} o}

o O  PPh,35¢q o o
DMF, 50C, 1 nuit

‘oTBS 40% ‘OTBS
CO,Et CO,Et

203 209
Schéma 152Synthése du compog€9.

Nous avons donc observé la formation d’'un soustptoglus polaire que le produit
désiré209. Ce sous-produit peut correspondre au produit Bremposition 5 de la base. En

2% Hanessian, S.; Ponpipom, M. M.; LavalleeCRrbohydr. Resl972 24, 45-46.
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effet, dans la littérature, la bromation de la basété reportée a température ambiante en

présence dBl-bromosuccinimide (Schéma 15%5.
0

| NH | NH
/§ NBS 1,5 &q /§
o N~ o  DMF, 0%, 1h o N~ o
o puis TA, 1.5h o
—_—
. 69%
MsO MsO

Schéma 153Réaction décrite par R. Kumer al

L'étape suivante est la substitution nucléophile lgaBocNHOH sur le composé
halogéné. Or, I'ion iodure est un meilleur nucléagd que les ions bromure et chlorure de
part sa grande polarisabilité. Nous avons donceégzht préparé le composé io2l&2 en
utilisant de la triphénylphosphine et NIS (Schérfd)1Le rendement (74%) est bien meilleur
gue pour le composé brora@9 méme s'il se forme également un peu de sous-pramtié en
position 5 de la base.

0 0
N N
k NIS 2,5 éq
HQ o N" o PPh356q ' o N o
ﬁ DMF, 50C, 1 nuit \g
s" "’/ 0, f‘ "’/
\‘ OTBS 4% N OTBS
CO,Et CO,Et
203 212

Schéma 154Synthéese du compo242

IV.4.c. Introduction de la fonction aminoxyle par substituion nucléophile

A partir des composé209 et 212 portant un halogéne en position 5’, nous
envisageons donc une réaction de substitution opblie par leN-Boc-hydroxylamine afin
d’introduire la fonction aminoxyle en position FPour cela, le protocole décrit par T. R.

Burke Jr.et al® est utilisé (Schéma 155).
o)

BocNHOH 2,5 éq BocNHO

DBU 5 éq
CH,Cl,, TA

‘oTBS
CO,Et

X = Br 209

X=1 212

14%
65%
Schéma 155Synthéese du compo24.3

20 grivastav, N. C.; Shakya, N.; Mak, M.; Agrawal; Byrrell, D. L.; Kumar, RJ. Med. Chen201Q 53, 7156-
7166.

163



CHAPITRE IV Oligonucléosides de la série 3

Sur le composé brom#09, la réaction est trés incompléte au bout d’'uné aeune
fournit le produit désir13 qu'avec un rendement de 14%. En revanche, pooorgose
iodé 212 le produit désir@13 est obtenu avec un rendement de 51%. En augmdetant
guantités de réactifs (6 éq de DBU et 4 éq de Bd@NH nous avons pu améliorer le
rendement a 65%.

En raison des meilleurs rendements obtenus pouétkgses d’halogénation et de
substitution, le passage par le dérivé iadi2 sera privilégié pour la suite.

IV.4.d. Déprotection de la fonction aminoxyle

Afin d’étre utilisée ultérieurement dans des réawi de couplage, la fonction
aminoxyle du composgl3doit étre déprotégée (Schéma 156). Cette réadéatéprotection
du groupement Boc peut étre réalisée en milieueaciel qui nécessite un contréle précis de la
réaction puisque le groupement TBS en positiore2iéproteége également en milieu acide.
0 o}

~" ~"

N N
0 o 0 o
L —_— R 3
‘oTBS \ ‘oTBS
CO,Et CO,Et
213 214

Schéma 156Synthése du compog44 par déprotection du groupement protecteur Boc.

Nous avons donc tenté de realiser la déprotectioprésence de TFA et a 0°C. Les
différents essais sont regroupés dans le Tableau 22

Essai Conditions Résultats

= TFA 29 éq, THF/eau

1 = 15 min 4 0°C Produit de départ
2 : II;Aazgocé:q, THF / eau Produit de départ
sl TATELTIE L L, P der
4 : -{Eg 39? DCM Produit de départ
5 = H,SO, 10%, dioxane Décomposition

Tableau 22.Essais de déprotection du groupement Boc du codr&i®s

La réaction est difficile & suivre en CCM (le praduaine sur la plaque) et I'on pense
avoir réalisé la déprotection lorsqu’'une nouvefiehe plus polaire apparait. En réalité, il
semble s’agir du produit protoné puisqu’apres radisation du milieu réactionnel, cette tache
disparait et la tache principale correspond auwtal® départ.
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La réalisation de la réaction en présence de TFE&4E 1 a 4) ne nous a pas permis
d’obtenir le produit désir@14, seul le produit de dépa2il3 a pu étre identifié. L'utilisation
de 10% d’acide sulfurique dans le dioxane (Essai&nduit a I'élimination de la base.

Pour l'instant, nous n'avons pas trouvé les coadgipermettant d’obtenir le composé
214 D’autres essais doivent étre réalisés notammerdugmentant les quantités de TFA
(exemple : TFA / CKCI, 1:1).

IV.4.e. Déprotection de la fonction acide

En paralléle, nous cherchons également a sapotiffenction ester du compog43
(Schéma 157).

BocNHO U BocNHO U
0 o)
~Y XY
& otes \ “oTBS
CO,Et COH
213 215

Schéma 157Synthése du compo&45 par saponification.

Les conditions utilisées pour la synthése du détlwgmidine acide88 ont été
appliguées ici. En présence de 2 éq d’hydroxydéhldeam dans du méthanol, le compdXE3
est partiellement transformé en comp@gé. Les ajouts supplémentaires de LIOH (2 puis 1
€qg) n'ont pas permis d’obtenir une conversion &talfin d’améliorer la réaction, un essai
CCM a été realisé en présence de LIOH 3 éq damsélange dioxane / eau 1:15. Le produit
de départ a complétement disparu. Des essais so@pigires sont a réaliser pour confirmer
ce résultat.

IV.5. Protection de la position 5’ par un groupement DMT

Nous avons voulu, en parallele, introduire le geyapnt protecteur DMT en position
5’ dans le but de synthétiser des dinucléosides pigr liaisonN-oxy amide a partir des

composé®16et217(Schéma 158).
DMTO

DMTOQ U

o H;N—g i ({), ToTes
- N o ]

S
N

(3)n “oTBS \_/ \
>/NOH Ho R ©

(0] OB
216n=0

217n=1
HO R
Schéma 158Synthese de dinucléosides liés par liaiSeoxy amide a partir des compos&kb et217.
Le groupement DMT peut étre introduit soit en débeatsynthése directement sur

I'uridine, soit plus tard dans la synthése, apm@srotection du groupement TBS en position
5"
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IV.5.a. Synthése de la 50-diméthoxytrityl-2’- O-tert-
butyldiméthylsilyluridine

Nous pouvons envisager d’introduire le groupemelTDen début de synthese, sur
l'uridine, afin d’obtenir le compos18 qui sera un intermédiaire commun a la synthése des
composé16et217(Schéma 159).

DMTO DMTO DMTO U
o
Uridine ———
“oTBS o) ‘oTBS
219 220 218

Schéma 159Introduction du groupement DMT.

K. K. Ogilvie et al**” ont décrit la préparation de la 8-diméthoxytrityluridine219a
partir de I'uridine en présence de 1 e€qg de nitdsegent, 1 éq de DMTCI et 5 €qg de pyridine
dans le THF ainsi que la silylation sélective ersifian 2’ en utilisant 1,2 éq de nitrate
d’argent, 1,3 éq de TBSClI et 3,7 €q de pyridine.

Nous avons donc utilisé ce protocole et nous aponsbtenir le composg&l9 avec un
rendement de 64%. Cependant, les conditions degdar la silylation sélective en position
2’ ne nous ont pas permis d’obtenir le composéré@20. En effet, dans les conditions de la
publication, apres 1h30, la réaction est relativenpeopre mais il reste beaucoup de produit
de dépar219 Si on augmente le temps de réaction et/ou latdéaae réactifs, plusieurs
produits se forment sans pour autant consommegrentent le produit de départ.

Nous avons alors changé I'ordre d’introduction d&sctifs en adoptant le protocole
utilisé dans la préparation du compd$d di-silylé en positons 2’ et 5’ (ajout d’'une soturii
de 5-O-diméthoxytrityluridine dans du THF anhydre dane wolution d’AgNQ dans de la
pyridine, puis ajout de TBSCI). La réaction resteomplete et plusieurs produits se forment
des que le temps de réaction dépasse 1h30.

Etant donné gu'’il semble difficile d’obtenir le cposé220 par cette voie de synthése
de maniere sélective et avec de bons rendementss mwons décidé d'introduire le
groupement DMT plus tard dans la synthese.

IV.5.b. Synthéese de la 3'-désoxy-33-diméthoxytrityl-3'-
éthoxycarboxyméthyl-2'-O-tert-butyldiméthylsilyluridine

La synthese de la 3'-désoxy-6-diméthoxytrityl-3’-éthoxycarboxyméthyl-20-tert-
butyldiméthylsilyluridine221 est réalisée a partir du compd# précédemment synthétisé

(Schéma 160).
HO U DMTQ U

ﬁ K@
ol ‘, —— ol ‘,
0 OTBS \ ‘oTBS
CO,Et CO,Et
203 221

Schéma 160Synthése du compog21a partir du compos203

Afin de réaliser cette réaction de tritylation, soavons tout d’abord employé les
conditions qui nous ont permis de synthétiser leO®liméthoxytrityluridine 219, Ces
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conditions (AgN@, DMTCI, pyridine, THF), décrites par K. K. Ogilyf&’ ne nous ont pas
permis d’obtenir une conversion compléte (Essarableau 23).

Nous avons alors utilisé les conditions classiq#dTCl, DMAP en quantité
catalytique (Essai 2), mais sans observer d’analmr par rapport a I'essai précédent.

Nous nous sommes ensuite tournés vers les corglititlisées pour la synthese de la
5’-O-diméthoxytritylthymidine 89 qui impliquent ['utilisation de triéthylamine etnu
chauffage a reflux (Essai 3 et 4). Une nouvellg,fta conversion de la réaction est faible. Il
est a noter que la co-évaporation du substrat deela pyridine, comme cela est parfois
décrit!"*?®"ne nous a pas permis d’améliorer ces résultats.

Les différents bruts réactionnels obtenus (Essaigl)lont été rassemblés et purifiés et
le composé désir#21 a été obtenu avec un rendement de 19%.

En étudiant de prés les modes opératoires déerithl pS. Li et J. A. Piccirill?® nous
avons pu voir que lintroduction du groupement DM position 5’ de l'uridine nécessite
I'utilisation de large exces de réactifs (jusqu'aégqide DMAP et de DMTCI). De plus, la co-
évaporation du produit de départ avec de la pyei@inl’'utilisation de solvants et de réactifs
anhydres semblent étre des conditions nécessAires, en appliquant ces conditions (Essai
5), le produit désir@21a pu étre obtenu avec un rendement de 74%.

Essai Conditions Résultats
SE/:\%%I 1 gq = Formation du produit dési@21
1 Pvridine 5éq = Réaction incompléte méme apres ajouts
y THE 9 supplémentaires d’AgN£et de DMTCI
DMAP 02 & = Formation du produit désiZ21
5 DMTCI 1’ 1 éq = Reéaction incompléte méme apres ajout de
Ovridine q 0,5 éq de DMAP et de DMTCI et
y chauffage a 65°C, puis 100°C puis 140°C
. = Formation du produit désiZ21
3 DI\I/_:I'It;ﬁlzl,éL €a = Réaction incompléte méme apres ajout de
g dineq 0,5 éq de DMTCI et de 1 éq de;Rtet
y chauffage a 65°C, puis 100°C puis 140°C
4 Dl\l/:_lthﬁlzl’él €a » Chauffage a 140°C pendant 6h
< €q = Réaction incompléte
Pyridine
DMAP 2,3 éq
5 DMTCI 5,3 éq » Rdt=74%
Pyridine

Tableau 23.Essais de réaction de tritylation du comp28a

Il est a noter qu’en plus des difficultés de syathese sont ajoutées des difficultés
d'ordre pratique. En effet, la présence de trackxide (silice, traces d'acide dans

287 Moyroud, E.; Biala, E.; Strazewski, Petrahedror200Q 56, 1475-1484.
28 i, N.-S.; Piccirilli, J. A.J. Org. Chem2007, 72, 1198-1210.
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I'évaporateur rotatif) suffit a déprotéger le pradiormé. Par conséquent, le suivi de la
réaction par CCM a parfois était fossé par le dai¢ I'acidité de la silice pouvait suffire a
déprotéger le produit formé. L'ajout de triéthylamidans I'éluant nous a permis de résoudre
ce probléme. Il en a été de méme avec les puiditaipar chromatographie sur colonne.

IV.5.c. Synthése de la 50-diméthoxytrityl-3’-oxo0-2’- O-tert-butyldiméthyl-
silyluridine

Face aux difficultés rencontrées, nous avons égalenessayé d’introduire le
groupement DMT a une étape antérieure, en pasicapres I'oxydation de la position 3’, ce
qui correspond a la derniére étape avant la sépamdes voies de synthése des comp@iés
et217.

Avant de réaliser I'étape de tritylation, il esteésaire de déprotéger la position 5’ du
nucléosidel99 (Schéma 161).

AgNO; 1 éq
DMTCI 1 éq
TBSQ oV TFA/H,0 11 HQ oV pyridine 5 6  °MTQ oV
THF, 0C, 4h THF
—_—
. 78% - Réaction incomplete
(@] OTBS (e} OTBS (@) OTBS
199 222 218

Schéma 161Synthése du compog48

La déprotection du groupement TBS en position é&ffsttue a 0°C. En effet, il s’agit
de trouver le bon compromis entre une conversidaldoet la « non-déprotection » du
groupement TBS en position 2’. Une solution TFAOH1:1 dans le THF a 0°C permet
I'obtention du compos222 avec un rendement de 78%.

Concernant les essais de protection par le groupeDRIT, les conditions testées
(DMTCI, AgNQs3, pyridine, THF) ne nous ont pas permis d’obtenie aonversion compléte.

IV.5.d. Synthese de la 3'-désoxy-3’-méthylene-2D-tert-butyldiméthylsilyl-
5’-O-trityluridine

Nous avons également réalisé des essais de iotylstir le compos223 portant un
groupement méthylene en position 3'. En effet,rlmigement trityle doit permettre d’orienter
la réaction d’hydroboration sur le compo®24 vers la formation du composé ril&25
(Schéma 162).

—_— —_— —_— \ /

‘OTBS

“oTBS “oTBS \

201 223 224 225
Schéma 162Introduction d’'un groupement trityle en positioddns le but d’orienter la réaction
d’hydroboration.

Le compos@23est synthétisé par déprotection du comg&ixEavec un rendement de
65% en utilisant la méthode précédemment décritd (TH,O 1:1 dans THF a 0°C, 2h).
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Dans un premier temps, nous avons réalisé lessedsagirotection avec le TrCl plutét
gu’'avec le DMTCI pour des raisons de colt des if&act

Les différents essais réalisés pour la protectiomampos&23 sont résumés dans le
Tableau 24.

Essai Conditions Résultats
TrCl 1,2 éq = Reéaction incomplete apres 5h a reflux
1 Pyridine = Ajout de 1 éq de TrCl et reflux une nuit : pas
Reflux d’avancement supplémentaire
TrCl 1,2 éq = Une nuit & TA : réaction incompléte
2 DMAP 0,3éq = 2 ajoutsde 2 éqde DMAP et 0,3 éq de TrCl
Pyridine = Réaction incomplete
TrCl 1,2 éq = Reéaction incompléte aprés une nuit a TA
3 DMAP 4 éq = Ajout de 2 éq de DMAP et 0,3 éq de TrCl
Pyridine = Réaction incomplete

Tableau 24.Essais de tritylation du compo223

Ces différents essais ne montrent pas d’améliorgtéw rapport a la protection avec le
DMTCI.

IV.5.e. Utilisation du tétrafluoroborate de diméthoxytrityl e

C. J. Schofieldet al?®® ont travaillé sur lintroduction du groupement DM&h
position 5’ de la 5-méthyl-2’-désoxycitidine. llsnto également observé des conversions
incomplétes et de faibles rendements lors de iBatibn des conditions classiques telles que
DMTCI / DMAP cat. / pyridine ou AgN@/ DMTCI / pyridine / THF. lls se sont alors
penchés sur I'utilisation du tétrafluoroborate daéthoxytrityle (DMT BFy), trés bon réactif
employé dans des protections « difficiles » de éngibdes. Ce dernier, associé avetCO;
dans du THF conduit a des réactions complétes.

La synthése du tétrafluoroborate de diméthoxy&iB26 s’effectue en deux étapes a
partir du DMTCI**° La premiére étape conduit au compB&& en présence de soude dans un
mélange THF / eau 1:1 avec un rendement quantitatiseconde étape permet I'obtention
d’un précipité rouge foncé de DMBF, 226 avec un rendement de 99%.

#9Hansen, A. S.; Thalhammer, A.; El-Sagheer, ABtfawn, T.; Schofield, C. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2011 21,1181-1184.
20 Bleasdale, C.; Ellwood, S. B.; Golding, B.<JI.Chem. Soc., Perkin Trans129Q 803-805.
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O a O b O
Cl OH BE -

4

227 226

Schéma 163Synthése du DM'BF, 226. Réactifs et conditions : a) NaOH 2 éq, THROH.:1, 100% ; b)
HBF, 48% dans kD 2,5 éq, anhydride acétique 20 éq, 99%.

Nous avons donc utilisé les conditions décrites @ar). Schofieldet al,?® afin

d’introduire le groupement DMT en position 5’ dungoosé223 (Schéma 164).
DMT*BF, 2,5 éq

HO U Li,CO; 5 €q DMTO U
DIPEA 3 éq
THF, 24h
—_—
., 9
OTBS 83%
223 228

Schéma 164Synthése du compog&28en utilisant les conditions décrites par C. J.ofield et al

Les travaux initiaux indiquent I'utilisation de 1862 éq de DMTBF, dans du THF,
en ayant séché au préalable le nucléoside et boraie de lithium sous vide, le temps de
réaction étant d’environ 4h. La réaction menée daess conditions sur le produ223 est
incompléte. N'ayant pas de probléme de sélectivitg)s avons ajouté des équivalents
supplémentaires et augmenté le temps de réactissailEL - Tableau 25). Le rendement
obtenu (72%) est bon malgré le fait que la soltéities produits dans le milieu n’était pas
totale. Afin d’augmenter la solubilité, une réantia été menée dans le DMF (Essai 2), mais
aucune amélioration significative n’a été notéefirren réalisant la réaction sur de plus
grandes quantités et en utilisant du THF fraichentbstillé (Essai 3), nous avons pu
diminuer le nombre d’équivalents de réactif toutaergmentant le rendement. Nous avons
donc obtenu le compo&28avec un rendement de 83%.

Temps de

Essai DMT "BF4 e Solvant Résultats
réaction
4 éq par portion Milieu réactionnel trouble
1 de 0,25 éq 48h THF Rdt = 72%
2 60 par portion Pas d’amélioration
2 g par pol 4h DMF significative par rapport au
de 0,25 éq
THF
3 2,5 éq par portion 36h fraT-crrll_IeFment Milieu réactionnel trouble
de 0,25 éq distillé Rdt = 83%

Tableau 25.Essais de tritylation a I'aide du DNBF; .

Les conditions optimisées ont donc été appliquédés synthése du composl
(Schéma 165).
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O O

ﬁNH Li,CO, 5 éq (U\NH
/g DIPEA 3 éq /g
HO o N7 o  DMT'BF,;256q DMTO o N o
K(j THF anhydre \\g
., 0 \f .
\ OTBS 7% N OTBS
CO,Et CO,Et

203 221
Schéma 165Synthése du compo221

Le compos&21 a donc pu étre obtenu plus facilement et avec eitlear rendement
en comparaison des résultats obtenus a partirales ge protection « classiques ».

IV.6. Hydroboration de la 3'-désoxy-5’-O-diméthoxytrityd-
méthylene-2'-O-tert-butyldiméthylsilyluridine

Le composé228 portant un groupement DMT en position 5’ peut rtenant étre
utilisé dans des réactions d’hydroboration sélestign utilisant le protocole de A. Winqvist
et R. Strémberd® A une solution du compo@28dans du THF & 0°C, est ajouté du 9-BBN-
H (6 éq, solution 1 mol/L dans du THF). Le miliest @gité une nuit a TA. Il est refroidi a
0°C puis du méthanol est ajouté goutte a gouttan@ue dégagement gazeux cesse, de I'eau
distillée puis du NaB@4H,0O sont ajoutés. Apres 20h a TA, on note I'apparitm CCM de
deux produits plus polaires ne comportant plusraugement protecteur DMT. Un de ces
deux produits est fortement majoritaire mais noasons pas pu identifier le produit désiré

229(Schéma 166).
0

N
o 0
\ ‘OTBS
OH
228 229

Schéma 166Essais de réaction d’hydroboration sur le com@aa
Nous avons réalisé la méme réaction en ajoutamguivalent de base (DIPEA) afin
d’empécher la déprotection du DMT, mais le résultate inchangé. Afin de pouvoir réaliser

la réaction d’hydroboration, d’autres essais sontaliser, hotamment en introduisant le
groupement MMT en position 5'.

IV.7. Synthese du dérivé uridine acide

Afin de pouvoir utiliser le compos221 dans des réactions de couplage, l'ester en
position 3’ du nucléoside doit étre saponifié (Suhél67)
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DMTO

DMTO U DMTO U HN—~q {  OTBS
B
0 o (0] >:o
R " & " + HN\

\\s “ s‘ “ \S ",,/ 0

oTBS oTBS HO R 5
OEt OH o
0 0
221 217 2

Hoss R
Schéma 167Synthése du compo24.7 dans le but de former des dinucléosides liésigmohN-oxy amide.

Le premier essai de saponification a été réaliséesaompos&03 en utilisant de
I’hydroxyde de lithium dans du méthanol (Schéma)l8®res neutralisation du milieu par
résine échangeuse de cations, le com@88é été obtenu avec un rendement de 98%.

0 0
oy Y
HQ o N o LioH22¢q HQ o N o
\\<_7| MeOH
—_—
98%
\ oBs : oTBS
CO,Et CO,H
203 230

Schéma 168Synthése du compo280 par réaction de saponification.

Par la suite, nous avons réalisé la saponificaiore compos@21 (Schéma 169). La
conversion est totale aprés 3 jours et la neustédis du milieu s’effectue a l'aide d’'une
solution saturée en Nj@I comme pour le dérivé thymidine aci@& En effet, un milieu acide
(méme faiblement) suffit a déprotéger le groupenai .

DMTO U LiOH 2 éq DMTO U

0 MeOH o

TA, 3 jours
\ , _— .
OTBS 100% 3 OTBS
- Yo
o) 0
221 217

Schéma 169Synthése du compog47 par saponification.
Le produit217, obtenu avec un rendement de 100%, peut maint@t@nutilisé dans
des réactions de couplage.
IV.8. Synthese de dinucléosides liés par liaison N-oxyiden

Nous nous intéressons maintenant a la formatiomidecléosides qui donneront,
apres passage dans le synthétiseur, des oligotidelgo
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N’ayant pas pu obtenir le dérivé uridine oxyamineys avons décidé d’effectuer le
couplage entre le dérivé uridine acRIE/ et le dérivé thymidine oxyamir&2 precédemment
synthétisé (Paragraphe 11.3.b, p. 80). Nous avepss les conditions utilisées (EDC, HOAL)
pour I'obtention du dimére de thymidia&. Ceci nous a permis d’obtenir un nouveau produit
gue semble étre le dinucléosiziél (Schéma 170).

DMTO
U
o}
DMTO U i &
0 H,N—q EDC 1,1 ¢éq OTBS
T HOAT 1,3 éq
\__/ + o TA, 1 nuit o
< ‘s —_—
. HN
OTBS S 93% \O
OH TBSO T
o} o}
217 82
TBSO
231

Schéma 170Synthése du dinucléosi@8l
Nous envisageons de reproduire cette synthésedmgequantités plus importantes et

d’introduire le dinucléoside synthétisé dans degusBces ADN / ARN afin d'étudier
l'influence des modifications effectuées.
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V. Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons étudié la syntheseodetypes d’uridine aminoxy
acides (composék69al72).

o OH
0 oY
0 OR

N ( N ) n ,/OR
0:8 H,N=0 OR >‘OH

H, N—

2770
U

o

@)
OH 171 0
n=
169 170 172n=1

Schéma 171Monomeres de type uridine aminoxy acide.

La synthése du monomeété9a été étudiéeia plusieurs approches.

Etant donné que la réaction de Mitsunobu sur linache permet pas d’introduire le
groupement phthalimidoxyle en position 5’ (Voie Aehéma 172), nous avons protége les
hydroxyles secondaires sous forme d’isopropylidéneous avons pu réaliser la réaction de
Mitsunobu. Cependant, la déprotection de l'isoptidgyne n'a pas pu étre réalisée (Voie A’).
Nous avons alors envisagé une seconde appragihee protection des positions 2’ et 5’ par le
groupement TBS. Cette voie de synthese n’a pagphusnpu aboutir en raison des difficultés
liées a la réaction d’O-alkylation (Voie A”).

o)
N
B
Voie A O o N
Uridine ———= w
HO  OH
177 (54%)
o HO U PhthN~
Voie A o o U PhthN~ U
a b o
R —— e ) J — \ /
74% 0 520 i ;/: \__/
o o_ O S
){ X HO OH
178 179 173
(@]
TBSO | N co,tBu
Voie A" O R'O /g
. N
+ 3 O O
86% $
HO \ /
RO  OR
180

R=R=R"=TBS
ou CH,CO,t-Bu

Schéma 172.Résumé des essais de synthése du monofi&de Réactifs et conditions: Voie A N-
hydroxyphthalimide 1,2 éq, PPh,4 éq, DEAD 1,3 éq, THF / DMF 6:1 ; Voie A’ —BJs.OE} 1,2 €q, acétone ;
b) N-hydroxyphthalimide 1,5 éq, PPfh,5 éq, DEAD 1,5 éq, DMF ; Voie A” — AgN{X3 éq, pyridine, TBSCI
3 éq, THF, 1h.
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La synthese du monomeéd&9 a donc été entreprise par la formation d'un 2,2’-
anhydronucléoside qui nous a permis d’obtenir levééester188 en 4 étapes avec un

rendement de 17 % (Schéma 173).
0 0 0 0

N N N
IJE IJE IJE
HO O)\N DMTO O)\N DMTO O)\N DMTO N
a O b O c O d o
Uridine — —_— —_— —_—
HO o; '

82% 48% 70% 60% ,
HO 0 “OMe
EtO,C
Et,0C
184 186 187 188

Schéma 173Synthése du compod488 Réactifs et conditions : a) 0O 1,1 éq, NaHC0,03 éq, DMF ; b)
DMTCI 1,2 éq, DMAP cat., pyridine ; ¢) NaH 3 éq,@1,CO,Et 4,5 éq, THF anhydre ; d) Mg(OG} MeOH.

Aprés saponification, ce monomere pourra étre elngags des réactions de couplage
afin de former un nouveau dinucléoside lié pasbaiN-oxy amide (Schéma 174).

DMTOQ Ju
HN HN >
PR | A | HN—g Q  OMe
DMTO DMTO
o) o) B
o\ o\ O
-—--> + -—--> o
NH
o OMe o OMe HO R o)
B
: : ~
EtO,C HO,C
188 HO R

Schéma 174Synthése de dinucléosides a partir du comg88é

L’introduction de la fonction aminoxyle en positi®hpeut également étre envisagée,
notamment en utilisant 'approche mise en ceuvre tsynthese du monomeké2 Aprés
déprotection de I'hydroxyle en position 5, la ftioon aminoxyle pourra étre introduite en
deux étapes a I'aide du composé iodé correspondarmteprotection des fonctions aminoxyle
et acide carboxylique conduira au monomEgs8 (Schéma 175).

DMTO U HO U BocNHQ U HN~q
0 0 0 oY
————> ————> e
0O  OMe 0O  OMe 0O  OMe o  OMe
EtO,C EtO,C EtO,C HO,C
188 232 233 169
<

Schéma 175Synthése envisagée pour le mononi&e

La synthese des oligonucléosides de la série 2t dgachaine internucléotidique la
plus courte n'a pas pu étre menée a bien. En ddfstynthése du monomet&0 n’a pas pu
étre réalisée par la voie de synthese envisagésrdduction de la fonction aminoxyle en
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position 3’ par ouverture de I'anhydronucléosid@® n’a pas conduit aux produits désifd&39
ou198(Schéma 176).

0 0 0
N N NH
BzO /k / BzO O/k / BzO | /&
o b )
Uridine LN \\Qp —_— \\@V %
82% ' 49% A

" “ N 7

OH OMe RO OMe
191 190 189 R = BocNH
198 R = PhthN
Schéma 176Essais de synthése du monontEfe. Réactifs et conditions : a) PhCOOH 1,5 éq,#Fh éq,
DIAD 1,5 éq, DMF, 30 min puis PRA,5 éq, DIAD 1,5 éq, 2h ; b) NaH 1,2 éq, Mel 12 BMF anhydre.

O

Enfin, pour les oligonucléosides de la série 3menomére protég@l13 a pu étre
obtenu en 6 étapes a partir de I'uridine avec mdement global de 29 % (Schéma 177). La
réaction de Wittig sur le dérivé 3’-oxouridine \&eide I'hydrogénation en présence de Pd/C
et d’acide acétique nous a permis d'obtenir le cosgpribo désiré. L’introduction de la
fonction aminoxyle n'a pas pu étre réalisée parctiéa de Mitsunobu, le groupement
BocNHOH a donc été introduit en deux étapiede passage par un dérive iode.

TBSO U
TBSO

a
Uridine —— B

86%

HO BocNHO U
o) o)
d
I N 'r/ K ., s: '/,/
79% \ OTBS  74% \ OTBS  65% \ OTBS
CO,Et CO,Et CO,Et
203 212 213

Schéma 177Synthese du monomere proté&s. Réactifs et conditions : a) AQNG éq, pyridine, TBSCI 3 éq,
THF, 1h; b) KBr 0,1 éq, NaHC{%, NaOCI 10,2%, TEMPO 1 éq, @El,, 0°C, 30 min puis TA, 30 min ; c)
PhP=CHCQEt 1,5 éq, THF, 36h ; d) Pd/C 10% 0,05 ég(fix), 1% AcOH dans MeOH, 36h ; e) NIS 2,5 éq,
PPh 3,5 éq, DMF, 50°C, 1 nuit ; f) BocNHOH 2,5 éq, DBLE&q, CHCI,.

Apres la mise au point des conditions de dépratectu groupement Boc et de I'ester,
la synthese d’oligoméres pourra étre réalisée (8ahkr8).

~
BocNH\OKQ /

Série 3
Schéma 178Vers la synthése des oligonucléosides de la 3érie
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Dans cette série, a partir du dérivé e2@3 précédemment synthétisé, nous avons pu
introduire un groupement DMT en position 5’ et alitde composé uridine acid&l7. Nous
avons ainsi pu obtenir un dinucléoside qui pourracipainement étre intégré dans des
séquences d’oligonucléotides (Schéma 179).

DMTO DMTO
\ “oTBS * “oTBS \ “oTBS R
>%~OEt 2%~OEt >>~0H { omes
o) o} o} o
203 221 217 _c .
93%
TBSO
TBSO
82 231

Schéma 179Synthése du dinucléosi@81 Réactifs et conditions : a) X305 5 éq, DIPEA 3 ég, DM'BF, 2,5
€q, THF anhydre ; b) LiOH 2 éq, MeOH ; c) EDC 1¢l EMOAt 1,3 éq, DMF anhydre.

En parallele, la synthése du monom#&rd, comportant une chaine plus courte, n'a
pour l'instant pas pu étre réalisée. Afin de réalisétape d’hydroxylation et d’obtenir le
composé de configuration ribo, le groupement MMTt éddre introduit en position 5’ du
compose223 (Schéma 180). A partir de la, la synthése du mamerh71 ainsi que la
synthese de nouveaux dinucléosides pourront étieaggees.

TBSO U TBSO U MMTO U
o
a
% . eee»
71%
e} OTBS
199 201
MMTO MMTO
oY o} 7 mn
—_———— ———e—>» P ’
\ OTBS O:\ OTBS ™ Dinucléosides liés
OH OH par liaison N-oxy amide

Schéma 180Vers la synthése du monomérél et de dinucléosides. Réactifs et conditions :rgPfCH;, Br-
2,6 éqt-BuOK 2,6 éq, THF ; b) TFA /D 1:1, THF, 0°C, 2h
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CHAPITRE V Introduction

l. Introduction

Dans ce chapitre, nous allons développer les trawdiectués sur le€-glycosyl
aminoxy acides. Ce travail a été effectué dansmdiruité des études réalisées au laboratoire
sur les glucoaminoxy acides. L’objectif est de ferrde nouveaux mimes de glycoprotéines.

Les sucres sont présents a la surface de toutesllekes de I'organisme. lls jouent un
réle essentiel dans les communications entre esllat dans le fonctionnement du systeme
immunitaire. lls peuvent étre une nouvelle génératle médicaments destinés a lutter contre
les maladies infectieuses et le cancer.

Les sucres ont des fonctions trés variées dangalfisme. En plus de libérer de
I'énergie via le glucose, ils ont, par exemple, un rble strigtatans le cartilage. lls se
combinent aux protéines et aux lipides a la surfaes cellules pour former des
glycoconjugués (respectivement des glycoprotéinedes glycolipides). lls participent aux
communications inter-cellulaires et au fonctionnetndu systeme immunitaire. lls aident a
lutter contre les micro-organismes pathogénese#tdnt la progression de certains canéeérs.

Les nucléosides et les acides aminés se lient entgoujours de la méme maniére
pour former des oligonucléotides et des peptigesteines. En revanche, les sucres sont plus
complexes. lls se lient entre eux par des poirfférdnts et constituent des structures aux
ramifications complexes. En effet, en combinantdesucléotides de 'ADN on peut former
256 structures différentes de 4 unités. Avec lea@dfes aminés naturels, on peut obtenir
environ 16000 configurations différentes de 4 éldmeEn utilisant les sucres les plus
simples (~10 sucres), on peut réaliser plus de llllons de configurations différentes de 4
eléments. Méme si toutes les combinaisons n'exiggas dans la nature, le nombre de
possibilités reste considérable.

Les sucres sont liés aux protéines dans I'organéiede de la glycosyltransférase,
une enzyme qui permet la fixation des sucres aatepres par glycosylation afin de former
les glycoprotéines. La majeure partie des glyc@mes se trouve sur la face externe de la
membrane plasmique. La glycosylation des protéimé®duit une diversité structurale
énorme aux protéines.

Les glycoprotéines jouent un réle important dasgl®cessus biologiques. Les sucres
et les acides aminés sont des synthons chirauxafoedtaux dans la nature. Ces synthons
permettent de générer la diversité présente darsytgemes biologiques.

Dans la nature, le sucre et la protéine sont lg@spar une liaisoMN-glycosidique
dans le cas ou le sucre est attaché a la chagral&atle I'asparagine, soit par une liai€®n
glycosidique lorsque le sucre est lié a la chaftérdle de la sérine, de la thréonine ou de la
tyrosine (Schéma 181).

Les glycoprotéines naturelles sont facilement hiydable par les enzymes. Une
modification chimique au niveau de la liais®n ou N-glycosidique des glycoprotéines peut
étre l'introduction d’'un groupement méthyléene, deglycoprotéines sont ainsi formées. Les
C-glycosyl amino acides ont l'avantage d'étre stabbmtre la dégradation chimique et
enzymatique (hydrolyse acide, résistance aux gigaess, aux réactions avec les
glycosyltransférases). De plus, IEgglycosides adoptent la méme conformation quedes
glycosides, ce qui a I'avantage de ne pas géneedannaissance par les enzymes et les
récepteurs contrairement a une modification pardésoxygénation ou par l'inversion d’un
hydroxyle particulier.

21 Maeder, TPour la Scienc€002 299, 70-77.
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CHAPITRE V Introduction

La synthése chimique des glycoprotéines a largerdgntétudiée au cours de ces
derniéres annéé&??**Le but est & la fois d'étudier le rdle vital qués jouent dans la nature,

et également de chercher de nouveaux agents thiigapes>%

Pour notre part, nous avons voulu synthétiser @egycosyl aminoxy acides en
remplacant la fonction amine d€sglycopeptides par une fonction aminoxyle (Schéi®h) .1
Ce type de mimes de glycopeptides n'a jamais atgtdians la littérature. L'incorporation de
ces structures dans des glycopeptides, glycopestgiaurrait apporter de nouvelles propriétés
physico-chimiques et biologiques aux protéines.

AA
HN™ o M
0] (0]
o AA % AA
HO% W HO N
H
R O o)

O-glycopeptides N -glycopeptides

AA H

HN™ Y
0] 0]
%C AA %C AA
HO HO
R O R o]
C-glycopeptides C -glyco aminoxy peptides

Schéma 181Glycopeptides naturels (en haut) et modifiés (@s).b

22 Herzner, H.; Reipen, T.; Schultz, M.; Kunz, Ghem. Rev200Q 100, 4495-4537.
293 Gamblin, D. P.; Scanlan, E. M.; Davis, B.Ghem. Re\2009 109, 131-163.

24 payne, R. J.; Wong, C.-i&hem. Commur201Q 46, 21-43.

2 Doores, K. J.; Gamblin, D. P.; Davis, B. Ghem. Eur. J2006 12, 656-665.
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CHAPITRE V Synthése du précursetHallyl glucoside

. Synthese duC-allyl glucoside

Nous envisageons de synthétiser deglucosyl aminoxy acides. Ces molécules
peuvent étre obtenues par la fonctionnalisatiorCehllyl glucoside232 lui-méme obtenu a
partir du méthyhb-D-glucopyranoside commerci@l

OBn OBn
(0]
BnO BnO Q
BnO 0] BnO 0]
OBn OBn
_AA p—
o OH
O\N/AA O.
H NH,
C-glucosyl aminoxy peptide C-glucosyl aminoxy acide
OBn OH
o R R
Bn HO
p— BnO p— HO
OBn OH
= OMe
232 9

Schéma 182Rétrosynthése dé€sglycosyl aminoxy peptides.

La synthése diC-allyl glucoside perbenzyl@32 a été précédemment effectuée au
laboratoire.

Le méthyl a-D-glucopyranoside9 est tout d’abord protégé par une réaction de
benzylation a l'aide d’hydrure de sodium et de huoende benzyle dans le DMF avec un
rendement de 98%. Le composé perben23da subit ensuite une réaction de C-allylation
stéréosélective dans les conditions décrites pat. @/onget al*®® La réaction est réalisée en
présence de TMSOTf et de TMSallyl dans I'acétdeitaivec un rendement de 80% (Schéma
183). Le TMSOTT joue le réle d’'acide de Lewis etmet la formation d’'un intermédiaire
oxocarbénium qui est soumis a l'attaque de I'alfle sa face. La stéréosélectivité observée
au cours de la réaction de C-allylation s’expligae I'effet anomérique.

OH OBn TMSAIlyl OBn
o NaH, BnBr o TMSOTf 0
HO DMF BnO MeCN BnO
HO —— = "BnO i - BnO OB
OH 0, 0
OMe 98% OMe 80% =
9 233 232

Schéma 183Synthése du précurse232

2®Hung, S.-C.; Lin, C.-C.; Wong, C.-Hetrahedron Lett1997, 38, 5419-5422.
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CHAPITRE V Synthése dé-glucosyl aminoxy acides

lll. Synthese deC-glucosyl aminoxy acides

La synthese de€-glucosyl aminoxy acides peut étre réalisée a pddi C-allyl
glucoside perbenzyl232 Les fonctions acide carboxyligue et aminoxyle yes étre
introduites apres une réaction de dihydroxylatian mécurseur232 (Schéma 184). La
réaction d’hydroxylation entraine la formation d'warbone asymétrigue au niveau de
I’hydroxyle secondaire. Nous avons donc séparé@ées< isomeres et travaillé sur les deux
seéries.

OBn OBn
(0] (0]
BnO BnO
BnO (0] BnO 0
OBn — OBn
OH Ot-Bu
O. (ON
NH, NPhth

C-glucosyl aminoxy acide

OBn
0 OBn
BBOO (e}
n BnO
— OBn — BnO
OBn
OH =
OH 232

Schéma 184Rétrosynthése dé&glucosyl aminoxy acides.

[11.1. Introduction bibliographique

Dans la littérature, la réaction de dihydroxylatiand’abord été décrite sur I'allyl-
2,3,4,6-tétrad-acétyl$-D-glucopyranoside234 (Schéma 185¥ La réaction s’effectue en
présence d'une quantité catalytique de tétroxydesrdium (0,004 éq) et de&l-méthyl
morpholineN-oxyde (NMO, 1,5 éq) dans un mélange eau / acé&of&C. Un mélange de
diols 235aet 235b est obtenu avec un rendement de 95% et le ratiaidestéréoismeres est

de 35/ 65.
OAc oH
0
ACO%O\*/OH
AcO
0s0, 0,004 éq OAc

OAc NMO 1,5 éq 235a

. o% acétone / eau +
C O —_—
AcO RN 95% OAc
OAc OH
(@] H
234 ACO%O ' OH
ACO ~

235b
Schéma 185.Etape de dihydroxylation décrite par M. K. Gurjae S. Mainkar.

Par la suite, la méme équipe a effectué la synthikse-p-C-glucosyle-amino
acide$® afin d'étudier leur capacité & inhiber la glycasid. La synthése de ce-C-

297 Gurjar, M. K.; Mainkar, A. STetrahedron Asymmetf992 3, 21-24.
28 Gurjar, M. K.; Mainkar, A. S.; Syamala, Metrahedron Asymmett993 4, 2343-2346.
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glucosylo-amino acides passe par la préparation du 888 La purification des deux
isomeres formés étant difficile, 'nydroxyle primaiest d’abord protégé par un groupement
trityle avant séparation des deux isomeres parncatagraphie sur colonne (Schéma 186).
Plus récemment, en 2008, cette stratégie a étiseqpar Y. D. Vankaet al?*® En réalisant la
réaction de dihydroxylation en présence d'@sOde NMO, le ratio des deux isoméres est le
méme (3:2).

AD-mix-B TrCl
OBg t-BUOH-H,0 1:1 OBg Pyridine
BnO 18h BnO 70, 3h
BnO . BnO
OB P 73% OBn 90%
OH
OH
232 236
OBn OBn OH
(0] (0] 0]
BnO BnO HO
BnO BnO HO 0
OBn R) + OBn () — OH
H OTr OTr OH
OH OH NH,
237 238 C-glucosyl amino acides
61 : 39

Schéma 186Synthése d€-glucosyl amino acides décrite par M. K. Gugaial

[1l.2. Synthese des intermédiaires 237 et 238

Pour synthétiser les compos&37 et 238 nous avons choisi d'utiliser les conditions
décrites par Y. D. Vankaet al*° c'est-a-dire de réaliser la réaction en préserinaed
guantité catalytique de tétroxyde d’osmium, de NM&nhs un mélange acétone J(H/ t-
BuOH. Le produit236 est ainsi obtenu avec un rendement de 96% sooefdiun mélange
des deux diastéréoisomeres.

L’étape de tritylation s’effectue ensuite en pre&sede chlorure de trityle (1,2 éq) et de
triethylamine (2 éq) dans le dichlorométhane. Appesification par chromatographie sur
colonne, les deux diastéréoisome2a3 et 238respectivement (R) et (S) sont obtenus avec un
rendement de 90% dont 53% de composé (R) et 47%)de

Lorsque la réaction a été effectuée sur de plussgoquantités (> 3 g), la séparation
des isomeres s’est révélée longue et fastidieusmessitant trois colonnes pour obtenir une
bonne séparation des deux diastéréoisomeres. Naowss aalors effectué une premiere
séparation des isomeres apres la réaction de dikyldtion, ce qui nous a permis d’obtenir
~50% de composeés purs (27% de (R) et 24% de ()%t d’'un mélange R / S. Lors de
I'étape de tritylation, la réaction sur les diadtdsomeres purs s’effectue avec des rendements
de l'ordre de 80-90% (79% pour le comp@$Y (R) et 86% pour le compo&38 (S)). Les
purifications correspondent a des filtrations silices qui permettent d’éliminer I'excés de
chlorure de trityle utilisé. La réaction sur le an@je des deux diastéréoisomeres s’avere plus
facile a purifier en raison des plus faibles quastde produits. Le rendement de la réaction
est alors de 92% dont 56,5% de (R) et 43,5% de (S).

La suite des réactions a donc été réalisée sdeles séries de diastéréoisomeres.

2% Ramana Doddi, V.; Prasad Kokatla, H.; John PaP ABasak, R. K.; Vankar, Y. [Eur. J. Org. Chem.
2008 5731-5739.
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l11.3. Réaction de Mitsunobu
L’étape suivante est une réaction de Mitsunobupguamnet I'introduction de la liaison

N-O par réaction avec In-hydroxyphthalimide (Schéma 187). La réaction desihobu
implique une inversion de configuration du carbasgmétrique.

OBn N-hydroxyphthalimide 1,3 éq Bn
PPh, 1,3 éq, DIAD 1,5 éq o
O A
BnO toluéne BnO
BnO BnO OB
OBn 89% ")
(R)
< TOTr OTr
6H N/O
237
0]
239
Bn
0]
OBn
(R)
H OTr
_0
N
O
240

O
0
OBn N-hydroxyphthalimide 1,3 éq (0]
o PPh, 1,3 éq, DIAD 1,5 éq
BnO toluéne BnO
BnO BnO
OBn 98%
S)
oTr Q
OH
238

Schéma 187Synthése des compos&30 et 240 par réaction de Mitsunobu.

La réaction de Mitsunobu a, pour un premier essairéalisée sur un mélange des
produits237 et 238 Dans les conditions classiques (N-hydroxyphthiaiél,6 éq, PRhl,3
€q, DIAD 1,5 éq, ¢~ 0,18 mmol/mL) dans du toluene, un dédoublementticjne a été
observé. En effet, aprées purification, nous avdsterau le produit désir240 et le produit de
départ237 avec des rendements respectifs de 49% et 39%dchion a eu lieu sur 'isomere
(S)238et aucun avancement n’a été observeé sur le confpy287.

Par la suite, différents essais ont été réalisés.dg3sais sont résumés dans le Tableau

26.
Essai  Isomére (mmgl(}mL) asnorll\;z?é Résultat
1 (S) ~0,06 Toluéne Rdt =16%
2 (R) ~0,06 Toluéne Pas de réaction
3 (S) ~0,10 DMF 41%
4 (R) ~0,10 DMF 31%
5 (S) ~0,10 CHCI, 55%

Tableau 26.Différents essais de Mitsunobu effectués sur desppsé237 (R) et238(S).
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La réaction a tout d’abord été menée sur les dsomeéres dans différents solvants
(toluene : Essais 1 et 2, DMF : Essais 3 et 4,@# Essai 5). Dans chaque cas, de faibles
rendements ont été obtenus.

Nous nous sommes alors tournés vers les conditigtisnisées utilisées pour la
synthése de la thymidine oxyamine (Chapitre Illragaaphe 1.2, p. 77). En réalisant la
réaction dans un milieu plutét concentré (0,15 mimb), nous avons pu observer que le
milieu réactionnel prend une couleur rouge foneé te I'ajout du DIAD, ce qui signifie que
la réaction a lieu. Dans les essais précédentsyltaation rouge foncé apparait et disparait
trés rapidement aprés I'ajout du DIAD.

Finalement, en réalisant la réaction de la marsareante : a une solution @&37 ou
de238dans du toluene anhydre (0,25 mmol/mL) placée abussphére inerte et réfrigérée a
0°C, du N-hydroxyphthalimide (1,3 €q) et de laligpylphosphine (1,3 éq) sont ajoutés. Puis,
par un goutte a goutte lent (~1 goutte toutes (esetondes), une solution de DIAD (1,5 éq)
dans du toluéne anhydre (~0,7 mmol/mL) est ajoatesde mélange. Le milieu réactionnel
prend alors une couleur rouge foncé. A la fin @golit, la température est laissée revenir a
TA et le mélange est agité pendant une nuit. Apa@gement et purification, les composés
239et240sont obtenus avec des rendements respectifs deB8e®8%.

l1l.4. Deéprotection de I'alcool primaire

L’étape suivante est la déprotection de I'alcooimaire portant le groupement
protecteur trityle afin de pouvoir I'oxyder pardaite.

OBn OBn
BnO 2 > BnO 2
n n
BnO OB BnO OB
n n
(S) (S)
OTr OH
(0] (0]

PhthN~ PhthN~
239 241
OBn OBn
0 0
BnO > BnO
BnO OB BnO OB
n n
(R) (R)
H OTr H OH
o} o)
PhthN~ PhthN~
240 242

Schéma 188Synthése des compos&gl et 242 par déprotection du groupement trityle.

Les conditions classiques de déprotection du gmepe trityle sont l'utilisation de
TFA dans le dichlorométhane. En utilisant un métang 10% de TFA dans le
dichlorométhane, nous avons observé une dégradasignoduit de départ (Essai 1 - Tableau
27). En réduisant la quantité de TFA utilisée daction s’est révélée longue et incomplete au
bout de 3 jours (Essai 2). Nous avons alors opté Putilisation d’acide acétique. En portant
le milieu réactionnel a reflux, 'avancement dedaction est faible (Essai 3).

L'utilisation d’iode dans le méthanol a été déchiter R. C. Ronaldet al pour la
déprotection d’'un groupement trityle situé en positt d’'un glucose protégé, ce qui leur a
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permis d’obtenir le produit détritylé avec un remémt de 84% en seulement B Nous
avons alors repris ces conditions, mais sans sulaxésaction s’avere toujours incomplete
(Essai 4).

Essai Conditions Résultats
10% TFA . . . .
1 dans CHCl, Dégradation rapide du produit
5 TFA 1,5 éq = 3joursaTA
CH2C|2 = Rdt=35%

= 24h areflux

0,
3 CH;COOH 80% = Réaction incompléte
4 1% b = 3jours
dans MeOH = Réaction incomplete
Méthode A :
5 colonne contenant = Rdt=57% pour le compog41
1% de TFA dans CiLl,
Méthode B : = Rdt=52% sur 100 mg &89
6 colonne contenant = Rdt = 34% sur 550 mg &89
5% de TFA dans C}€l, = Rdt=60% sur 200 mg dz10
Méthode C : . _ aqo
7 59 TFA dans ChCl, Rdt = 88% sur 500 mg 289

. : = Rdt=100% sur 780 mg &40
5 min puis colonne

Tableau 27.Essais de déprotection des comp@3%et 240

R. C. Reynold®t al.ont reporté en 2001 la déprotection du groupermigyie par une
méthode combinant I'utilisation de TFA et la puriftion par chromatographie. Cette
meéthode permet notamment l'utilisation de faibleargités de TFA.

Nous avons alors repris cette méthode de déproteetinous avons réalisé différents
essais deécrits ci-dessous.

La méthode A peut étre décrite comme suit : unerow de silice (5 g) est préparée
avec de I'éther de pétrole et une solution a 1% & dans du dichlorométhane (1 mL) est
chargée et éluée, suivie de la solution contenaithantillon (50 mg) dans du
dichlorométhane (5 mL). La colonne est ensuite eélagec le systeme d’éluant approprié.
Nous avons appligué cette méthode (Essai 5) et aomss obtenu le produit déprotézél
avec un rendement de 57%.

Nous avons alors utilisé la méthode B qui corredpanune augmentation de la
quantité de TFA utilisé (5% dans le ¢El,). Lors des différents essais réalisés (Essae8), |
rendements étaient plutét faible (34% pour 550 neg cdmposé239. La réaction de
détritylation n’était pas complete puisque du prodie départ était également obtenu en
sortie de colonne.

300\wahlstrom, J. L.; Ronald, R. G. Org. Chem1998 63, 6021-6022.
301 pathak, A. K.; Pathak, V.; Seitz, L. E.; Tiwari, K.; Akhtar, M. S.; Reynolds, R. Cetrahedron Lett2001,
42, 7755-7757.
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Nous avons alors utilisé la méthode C (Essai 7@chantillon (50 mg) est dissous
dans le dichlorométhane (5 mL) et 5% de TFA soattgs. Le mélange est chargé sur la
colonne apres 5 min d’agitation. Cette méthode naupermis d’obtenir de tres bons
rendements. Le compog41 a été obtenu avec un rendement de 88% et le c@&@g@svec
un rendement de 100%.

l11.5. Etape d’oxydation

La fonction alcool primaire est ensuite oxydée sterepour former les compos243
et244(Schéma 189)

PCC, Ac,0
BnO t-BuOH BnO
BnO CH,CI, BnO
78% Ot-Bu

PhthN” PhthN”
241 243
PCC, Ac,0
BnO t-BuOH BnO
BnO CH,CI, BnO
45% Ot-Bu
PhthN” PhthN”
242 244

Schéma 189Synthese des compos&s3 et 244 par réaction d’oxydation.

Nous avons réalisé la réaction d’oxydation en présele PCC (2,1 éq), d’'anhydride
acétique (10 éq) dans un mélangg-butanol / dichlorométhane 1:9 pour obtenir legmsst
243 et 244. Le compos&43 a été obtenu avec un rendement de 78% apresriesiteet
purification et le compos&44 avec un rendement de 45%.

Nous avons ainsi obtenu I€sglucosyl aminoxy esters désirés.

l11.6. Déprotection de la fonction aminoxyle

Nous avons ensuite déprotégé la fonction aminodgies le but de pouvoir la coupler
avec des acides aminés pour montrer qu’il est plesde former des mimes de glycopeptides.
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OBn OBn
(0] 4 0]
BnO MeNHNH, 3 éq BnO
BnO 0] CH,Cl,, 2h BnO 0]
OBn OBn
S) 95% ()
Ot-Bu Ot-Bu
o
PhthN” H,N~
243 245
OBn OBn
BnO (0] MeNHNH, 3 éq BnO 0
Eno 0 CH,Cl,, 2h BnO OB 0]
OBn n
R) 98% R)
; Ot-Bu Ot-Bu
PhthN”~ H,N"
244 246

Schéma 190Synthése des compos$s et 246 par réaction d’hydrazinolyse.

La déprotection du groupement phthalimidoxyle €efifie en présence de méthyl
hydrazine (3 éq) dans le dichlorométhane avec de kons rendements (95% pour le
composé45 et 98% pour le compos6). Nous avons obtenu le produit brut qui devra étre
engagé dans les réactions de couplage peptidique.
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V. Conclusion

Nous avons pu réaliser la synthese @agucosyl aminoxy ester45 et 246. A partir
du C-allyl glucoside perbenzyl®32 la synthése s’effectue en 6 étapes. L'étape de
dihydroxylation permet la formation de deux diadtésomeéeres, qui apres séparation par
chromatographie sur colonne, sont utilisés séparémeur conduire a deux molécules de
configuration différente (Schéma 191).

OBn OBn
OBn 0 0
(@] BnO BnO
BnO a BnO BnO b
BnO - OBn + OBn .
OBn 96% (R) (S)
_ < “OH OH
OH OH
232 236a 236b
OBn OBn OBn
o) o)
BnO 2 — ¢ . Bno _9 . Bno
BnO 8oy, BnO OBN 88% BnO OBn
OB (R © ©
2oty oTr OH
: _0 _0
OH PhthN PhthN
237 239 241
79% el 78%
OBn OBn
o) o)
BnO f  Bno
BnO O = BnO fe)
OBnN 95% OBnN
(S) (S)
Ot-Bu Ot-Bu
o) _0
H,N~ PhthN
245 243
OBn OBn OBn
o) 0
BRO Q ¢ _Bno d BnO
BnO 9gy °nO OB 100% °"° OB
(1) 0
OBl (g "R "R
oTr : OTr : OH
OH PhthN~ PhthN”~
238 240 242
86% el 45%
OBn OBn
o) o)
BpO~ f __ Bno
n Sen o) ‘98% BnO 0
R) P (R)
é Ot-Bu H Ot-Bu
H,N~ PhthN”
246 244

Schéma 191Résumé de la synthese des comp@déset 246. a) OsQ cat., NMO 1,5 éq, acétone L®I; b)
TrCl 1,2 éq, BN 2 éq, CHCI, ; ¢) N-hydroxyphthalimide 1,3 éq, PPh,3 éq, DIAD 1,5 éq, toluéne anhydre ;
d) 5% TFA dans CkCl,, TA, 5 min ; e) PCC 2,1 éq, A0 10 éq, t-BuOH, CkCl, ; f) MeNHNH, 3 éq, CHCI,,
2h.
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CHAPITRE V Conclusion

Lors de cette synthése, I'étape clef a été l'iniaithn de la liaison N-O. Encore une
fois, le contrble de la vitesse d’introduction dLAD dans le milieu ainsi que la concentration
ont joué un réle crucial dans I'amélioration dudement de cette réaction de Mitsunobu.

Les conditions de déprotection du groupement &ityht également été mises au
point. Le contrdle du temps de réaction a permabinir de trées bons rendements tout en
évitant la dégradation du produit.

Les C-glycosyl aminoxy ester245 et 246 pourront ensuite étre engagés dans des

réactions de couplage peptidique afin d’introduire acide aminé et de montrer qu’il est
possible de former des mimes de glycopeptides caataune fonction aminoxyle.
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Conclusion générale

Le travail présenté dans cette thése est principaié axé sur la synthese de nouveaux
analogues de nucléosides en vue de leur incorparatlans un enchainement
oligonucléotidique afin de pouvoir étudier leurgazéristiques physicochimiques et leurs
propriétés biologiques.

Dans le premier chapitre, nous avons reporté rattdes peptides d’aminoxy acides
développés et étudiés par I'équipe de D. Yang. fiet,des peptides d’aminoxy acides
forment des structures bien définies commeodgs y-turns ou des hélices grace a la facilité
de formation des liaisons hydrogéne intramolécegailPrécédemment, au laboratoire, la
synthese de glycoaminoxy acides a été développ&eran glucose et ribofuranose. Dans la
continuité de ces travaux, le travail de cette éh@<tté le développement de nouve@ux
glucosyl aminoxy acides et de nouveaux oligomeeesutléosides aminoxy acides.

Dans le second chapitre, nous avons rappelé lestéastiques des nucléosides, des
nucléotides et des acides nucléiques ainsi queriasipales modifications décrites dans la
littérature, tant sur les nucléosides que sur legomeéres. Nous avons mis en évidence
I'intérét des analogues de nucléosides dans letegies thérapeutiques actuelles en raison de
leurs nombreuses activités antivirales, anticanus&@® ou antitumorales. Les oligonucléotides
modifiés, bien que peu utilisés pour I'instant aweau thérapeutique, ont un grand potentiel
par la mise en place des stratégies antisens,easti@t la découverte du phénomene
d’interférence d’ARN.

La partie commune aux trois chapitres suivants|'@gtoduction de la fonction
aminoxyle sur les molécules cibles. La réactionMitsunobu est classiquement utilisée et
nous l'avons donc largement utilisée dans noteégie de synthése. Son utilisation a révélé
de nombreuses surprises et difficultés.

Tout d’abord, sur les nucléosides thymidine etioddles résultats se sont révélés
différents alors que ces molécules ne different parela présence ou non d’'un hydroxyle en
position 2'. Sur la thymidine, la réaction a pueétéalisée avec un bon rendement apres la
mise au point des conditions. Ces conditions ogtes passent par le contréle de la vitesse
d’introduction du DIAD, de la température du milisgactionnel ainsi que par I'échelle de la
réaction.

Dans la série uridine, en revanche, différentsltatsuont été obtenus en fonction du substrat
de départ. En effet, la réaction de Mitsunobu aeebl-hydroxyphthalimide sur l'uridine
conduit a la formation du 5,5’-anhydrouridid@7. La protection des hydroxyles secondaires
de l'uridine par un groupement isopropylidene pérniimtroduction du groupement
phthalimidoxyle, mais ce groupement semble génant [& déprotection de I'isopropylidene.
Le composeé désirE73n’a donc pas pu étre obtenu.

Ensuite, lorsque l'uridine a été convertie en 22hydronucléoside ou fonctionnalisée,
lintroduction du groupement phthalimidoxyle n'aspau étre réalisée. L’encombrement
stérique en est peut étre la cause et I'étude qstaltographie des composés est en cours.
Nous avons alors dd développer de nouvelles stestgmpur réaliser I'introduction de la
fonction aminoxyle en position 5. Le passage pardérivé iodé suivi d’'une substitution
nucléophile avec le réactif BocNHOH ont notammaesrhs de contourner le probleme.

La réaction de Mitsunobu sur I€sglucosyl alcools a également di étre mise au point
En effet, le contrdle de la concentratiop @i milieu réactionnel ainsi que I'ajout lent du
DIAD se sont révélés étre deux parameétres crugiaux obtenir les composés désigs9 et
240avec de bons rendements.
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Conclusion générale

L'autre étape importante lors de la synthese detéosides aminoxy acides a été

l'étape d’O-alkylation. En effet, la régiosélect&vide cette réaction est tres difficile a
contrbler. Aussi bien sur la thymidine que suritlure, la réaction d’alkylation avec ur
bromo ester a conduit au produit N-alkylé ou auwlproN,O-dialkylé. Les produits O-alkylés
désirés n'ont pas pu étre isolés. En série thyrajdim probleme a été contourné en réalisant
une O-allylation. En effet, I'introduction d’'un grpement allyle en position 3'-O peut étre
effectuée dans le THF ; la méme réaction dans |& Bdhduisant au produit N-alkylé.
En série uridine, le passage par le 2,2’-anhydr@oagade 184 nous a permis de bloquer
temporairement la position N-3 de l'uridine ainsiieqla position 2’-O. La réaction
d’alkylation avec lba-bromo ester a alors pu étre effectuée avec unrdatement (70%) en
utilisant plusieurs équivalents de NaH et-romoester.

D’autre part, nous avons voulu réaliser la synthésenucléosides présentant un
carbone en position 3.
En série thymidine, la voie de synthése mise awntppasse par un intermédiaire 3'-
oxothymidine. Or, ce type de composés est instablmilieu basique. La réaction de Wittig
envisagée n'a donc pas conduit au com{d@8désiré mais aux produits d’élimination.
En série uridine, la 3’-oxouridine est stable eisam de la présence supplémentaire d’'un
oxygene en position 2’. Nous avons donc pu réalseéaction de Wittig avec deux ylures
(PhP=CHCQEt et PRP=CH,). L’hydrogénation de I'estes,p-éthylénique correspondant a
ensuite permis I'obtention du composé rid@3 Par contre, I’hydroboration du groupement
meéthyléne n’a pas permis, pour l'instant, I'obtentdu composé avec la configuration ribo
désirée.

Pour résumer, nous avons pu obtenir différentséosadies monofonctionnalisés avec
une fonction oxyamine, aldéhyde ou acide carboxgig I'aide notamment des réactions de
Mitsunobu, d’O-allylation et de Wittig. La synthégd®ine uridine aminoxy ester a également
éte réalisée a partir de l'uridine avec un renddrgkral de 29%.

A partir de ces nucléosides fonctionnalisés, notmns pu synthétiser 4 nouveaux
dinucléosides liés par liaison oxime, aminoxNeixy amide.

Les tests d’activités biologiques de ces dinuchiEssidéprotégés sont actuellement en
cours. Nous envisageons également d’'introduiredoescléosides dans des séquences ADN
et ARN afin d’étudier leurs propriétés.

Dans la série thymidine, bien que nous n’ayonsppasbtenir la thymidine aminoxy
acide, les perspectives de synthése sont impaostddte premiére possibilité est d’introduire
d’abord le groupement allyle en position 3’ par wamproche radicalaire. Une deuxieme
approche est d’effectuer une O-allylation sur laltine protégée en 5. Nous pouvons alors
envisager lintroduction de la fonction aminoxylee ddiverses manieres (réaction de
Mitsunobu, passage par un dérivé meésylé ou iodg gubstitution nucléophile a I'aide du
BocNHOH). Une coupure oxydante puis une oxydatioiveht permettre I'obtention des
thymidines aminoxy acides désirées.

Enfin, la synthése d&s-glycosyl aminoxy acides a également été dévelapppees
la mise au point des conditions de Mitsunobu, renens pu obtenir les dériv€sglucosyl
aminoxy ester245 et 246 avec de bons rendements. Ces composés doivembépies avec
des acides aminés pour montrer qu'il est possilde ccéer de nouveaux mimes de
glycopeptides.
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|.  Généralités et appareillage

Solvants

Sirien n’est indiqué, les réactifs et solvantstsditisés sans purification particuliére. Le THF

a été utilisé fraichement distillé sur sodium eéspnce de benzophénone. Le DMF distillé
sur CaH a été stocké sur du tamis moléculaire 4 A sousspimere inerte. La pyridine a été

préalablement séchée sur KOH. Les solvants utitisés la synthese, a I'exception du DMF,

sont des solvants de qualité spectroscopique.

Chromatographie

Les analyses chromatographiques sur couche mineM)Cont été réalisées sur des plaques
de silice sur aluminium SDS4z. Les CCM sont ensuite visualisées sous lampe @¥4anm

et a 365 nm. Elles sont ensuite trempées dans walatéur chimique puis révélées par
décomposition des substances a I'aide d’un décapermique (Thax= 600°C).

Révélateur 1 : EtOH + 10%,80, — Révéle les sucres.
Révélateur 2 : EtOH + 0,3% ninhydrine + 3% AcOHcglh— Révele les amines.

Les purifications par chromatographie sur colonneéé effectuées avec de la silice SDS de
granulométrie 40-63um.

Spectroscopie RMN

Les spectres RMN ont été enregistrés sur le spretre JEOL ECS 400 (ENSC) avec une
sonde large bande. Les fréquences d'irradiatiotHdet du**C sont respectivement de 399,78
MHz et 100,53 MHz.

Le déplacement chimique, nod¢ est exprimé en partie par million (ppm). Le TME0Q
ppm) est pris comme référence interne pour lestsgsetH. Pour les spectreSC le pic
résiduel du solvant est pris pour référence. Leasstemtes de couplage scalai® gont
données en Hertz (Hz).

L’attribution des signauxH et °C a été effectuée a l'aide des séquences 2D duGySy
'H-'H, HMQC, HetCor.

Les abréviations utilisées sont les suivantes si(gulet, (d) doublet, (dd) doublet dédoublé,
(t) triplet, (q) quadruplet, (m) multiplet.

Les pics résiduels de solvants trouvés sont déwésmeén accord avec la table de Gottlieb et
de Nudelmari®?

Spectroscopie MS et HRMS
Les spectres de masse ESI-HRMS ont été enregmirasn spectrométre Bruker microTOF
Il (ionisation ESI).

Polarimétrie

La détermination des pouvoirs rotatoira$d a été réalisée sur un polarimetre JASCO P-2000
a la longueur d’'onde de la raie D du sodium. Lexeatrations sont exprimées en grammes
pour 100 mL.

Température de fusion
Les températures de fusion sont déterminées a&l@ith banc KOFLER.

%92 Gottlieb, H. E.; Kotlyar, V.; Nudelman, A. Org. Chem1997, 62, 7512-7515.
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II.  Produits synthétisés
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5’-O-Phthalimidothymidine (83)

o}
| \fit Formule brute : GH17NzO;
\O\\@ o Masse molaire : 387
o)

A une solution de thymidine (5,09 g ; 21,0 mmolhsl@u DMF anhydre (55 mL) agitée sous
atmospheére inerte et réfrigérée a 0°C, sont ajodeeta triphénylphosphine (7,04 g ; 26,9
mmol ; 1,3 éq) et diN-hydroxyphthalimide (4,46 g ; 27,3 mmol ; 1,3 éghe solution de
DIAD (6,10 mL ; 30,9 mmol ; 1,5 éq) dans du DMF gdie (10 mL) est préparée et ajoutée
au milieu réactionnel par un goutte a goutte teé (en 5h30). Le mélange est ensuite agité
une nuit a TA. Apres évaporation du milieu réaatielnle résidu est dissous dans du,Chl

(50 mL) et versé sur un mélange eau / glace (250 b tout est agité pendant 30 min puis
le précipité formé est filtré et séché. Le prodigt, de couleur blanche, est obtenu avec un
rendement de 86% (m = 7,01 g).

R¢ : 0.50 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.86 (d, 3H,J = 0.9 Hz, CH"), 2.19 (ddd, 1H,) = 5.5,
8.3, 14.2 Hz, k), 2.25 (ddd, 1H,) = 2.3, 6.0, 14.2 Hz, #), 4.21-4.24 (m, 1H, k), 4.46
(dd, 1H,J = 3.0, 10.1 Hz, Ks), 4.50 (dd, 1H,) = 4.6, 10.1 Hz, k), 4.62-4.65 (m, 1H, k),
5.14 (d, 1HJ = 4.1 Hz, OH), 6.39 (dd, 1H,= 6.0, 8.3 Hz, H), 7.74 (d, 1HJ = 0.9 Hz, H),
7.90 (s, 4H, 4 x W™™), 10.68 (s, 1H, NH).

RMN **C (acétone-g, 100 MHz) :5 12.4 (CH'), 40.3 (G), 72.1 (G), 78.6 (G), 85.5 (G,
Cs), 110.9 (G), 123.9 (CH,"™), 129.8 (Cq), 135.4 (CK ™), 136.3 (G), 151.3 (G), 163.8
(Ca).

Réf. : Perbost, M.; Hoshiko, T.; Morvan, F.; Swayze, Eriffey, R. H.; Sanghvi, Y. SJ.
Org. Chem1995 60, 5150-5156.
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5’-O-Phthalimido-3’- O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (84)

o}
\ \(M/IE Formule brute : &H31N;O-Si
~0 Masse molaire : 501

Méthode A :

A une suspension de ®-phthalimidothymidine83 (498 mg; 1,29 mmol) dans du DMF
anhydre (2,5 mL) agitée sous atmosphére inertd, gontés de I'imidazole (229 mg ; 3,37
mmol ; 2,6 éq) et, par un goutte a goutte, unetismlde chlorure déert-butyldiméthylsilyle
(252 mg ; 1,67 mmol ; 1,3 éq) dans du DMF anhy@rB (L). Le mélange est agité une nuit
a TA. Apres évaporation du milieu réactionnel, liélange est purifié par chromatographie sur
colonne en éluant avec un mélange AcOEt / EP Jelprbduit est obtenu sous forme d’un
solide blanc avec un rendement de 95 % (m = 610 mg)

Méthode B :

A une solution de 50-mésyle-3'O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 87 (70 mg; 0,16
mmol) dans du DMF anhydre (1 mL) agitée sous atim@spinerte, sont ajoutés de la DBU
(48 uL ; 0,32 mmol ; 2 éq) et diN-hydroxyphthalimide (53 mg ; 0,32 mmol ; 2 éq). Le
mélange est agité une nuit a TA. Le milieu réacterest partitionné dans un mélang®H
AcOEt (~10 mL) et la phase aqueuse est estraite aee 'AcOEt (2 x). Les phases
organiques rassemblées sont lavées avec une sofitiorée en NaCl, séchées sur MgSO
filtrées et concentrées. Le mélange est purifiecchemmatographie sur colonne en éluant avec
un meélange AcOEt / EP 1:1. Le produit est obtenussorme d’'un solide blanc avec un
rendement de 39 % (m = 31 mg).

R : 0.61 (ACOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.19 (s, 6H, 2 x CKI®), 0.94 (s, 9HBuU™%), 1.86 (d,
3H,J = 0.9 Hz, CH"), 2.26 (ddd, 1H)J = 2.7, 6.0, 13.7 Hz, #), 2.32 (ddd, 1HJ = 6.0, 8.3,
13.7 Hz, Hy), 4.23-4.24 (m, 1H, k), 4.48 (dd, 1HJ = 3.0, 10.3 Hz, k), 4.53 (dd, 1HJ =
3.9, 10.3 Hz, Ih,), 4.86-4.88 (m, 1H, ki), 6.37 (dd, 1HJ = 6.0, 8.3 Hz, Hl), 7.74 (d, 1H,) =
0.9 Hz, H), 7.90 (s, 4H, 4 x W™™), 10.04 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-¢ 100 MHz) :5 -4.7 (CH'®), 14.4 (CH'), 18.5 (Cq,tBu™5), 26.1
(CHs, tBU™™), 41.0 (G), 73.6 (G), 78.2 (G), 85.7 (G), 85.9 (G), 111.1 (G), 124.0

(CHa"™), 130.0 (Cq), 135.6 (CK ™), 136.4 (G), 151.2 (GQ), 163.8 (Cq), 164.2 ({, 170.9
(Ca).

[@]? :+97.4 €=0.8, Acétone).
T¢:201°C

Réf. : Perbost, M.; Hoshiko, T.; Morvan, F.; Swayze, Erifféy, R. H.; Sanghvi, Y. SJ.
Org. Chem1995 60, 5150-5156.
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5’-0O-Amino-3’- O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (82)

O

\(U\/t Formule brute : GH29N3O5Si
H,N—q

o o Masse molaire : 371

TBSO

A une suspension de ®-phthalimido-3"O-tert-butyldiméthylsilylthymidine84 (250 mg ;
0,50 mmol) dans du méthanol (2 mL), est ajoutééhgdrazine hydrate (7pL ; 1,55 mmol ;
3,1 éq). Le produit se solubilise. Apres 2h detiéacun précipité s’est forme, la réaction est
finie. De I'ELO (10 mL) est ajouté et le mélange est lavé avex solution saturée en
NaHCG;. La phase aqueuse est extraite avec deQ'HB x) et les phases organiques
rassemblées sont séchées sur MgSiirées et concentrées. Le produit, suffisammeaunt
pour étre utilisé sans purification, est obtenussimume d’'un solide blanc avec un rendement
quantitatif (m = 195 mg).

R¢: 0.39 (AcOEt/ EP 1:1, révélateur 1 ou 2).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.12 (s, 6H, 2 x CKI®), 0.91 (s, 9HBuU™%), 1.80 (d,
3H,J = 1.3 Hz, CH"), 2.22-2.25 (m, 2H, bt, Hop), 4.07-4.10 (m, 1H, k), 4.18 (dd, 1H,) =

3.6, 12.0 Hz, i), 4.23 (dd, 1H) = 4.5, 12.0 Hz, k), 4.60-4.62 (m, 1H, k), 6.28-6.31 (m,
1H, Hy), 7.49 (d, 1H,) = 1.3 Hz, H), 9.94 (s, 2H, ONb), 10.06 (s, 1H, NH).

RMN 'C (acétone-g 100 MHz) :8 -4.7 (CH'®), 12.6 (CH'), 18.5 (Cq,tBu'™°), 26.1

(CHs, tBU'™®®), 40.8 (G), 73.6 (G), 73.7 (&), 85.5 (G), 86.7 (G), 110.7 (G), 136.3 (G),
151.2 (G), 164.2 (G).

[@]? :-0.86 €=0.9, MeOH).
Ti: 98°C

Réf. : Perbost, M.; Hoshiko, T.; Morvan, F.; Swayze, Erifféy, R. H.; Sanghvi, Y. SJ.
Org. Chem1995 60, 5150-5156.

204



Partie expérimentale

3’,5’-O-Di-tert-butyldiméthylsilylthymidine (86)

O

\(w)ﬁ Formule brute : &H4,05N5Si,
TBSO\\@V o Masse molaire : 470

TBSO

A une solution de thymidine (504 mg ; 2,08 mmolhslan mélange DMF / THF 1:1 (6 mL)
agitée sous atmosphere inerte, sont ajoutés deldirnle (563 mg; 8,27 mmol ; 4 €q), du
nitrate d’'argent (782 mg ; 4,60 mmol ; 2,2 éq) pgisand tout est solublisé, du TBSCI (690
mg ; 4,58 mmol ; 2,2 €q). Le mélange est agité nuiea TA. Le précipité formé est filtre,
rincé avec de I'AcOEt. Le filtrat est lavé avecl@au (2 X) puis avec une solution saturée en
NaCl, séché sur MgSQfiltré et concentré. Le résidu est purifié parachatographie sur
colonne en éluant avec un mélange AcOEt / EP 5&5H@. Le produit désiré est obtenu sous
forme d’un solide blanc avec un rendement de 86% @89 mg).

R : 0.67 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 0.13 (s, 6H, 2 x CEI®®), 0.15 (s, 6H, 2 x C§1®%), 0.92
(s, 9H,tBu™%), 0.95 (s, 9H{BuU'®%), 1.83 (d, 3H,) = 0.9 Hz, CH'), 2.18-2.27 (m, 2H, bk,

Hop), 3.84-3.90 (M, 2H, kb, Hsy), 3.91-3.94 (m, 1H, ki), 4.52-4.55 (m, 1H, ki), 6.30-6.33
(t, 1H,J = 7.1 Hz, H'), 7.50-7.51 (d, 1HJ = 0.9 Hz, H), 10.03 (s, 1H, NH).

RMN *C (acétone-g, 100 MHz) :§ -5.2 (CH'™%), -4.6 (CH'®®), 12.6 (CH'), 18.5 (Cq,
tBu'™° ), 18.9 (Cq,tBu™®®), 26.1 (CH, tBu'™S), 26.3 (CH, tBu'™), 41.1 (G), 63.9 (G),
73.5 (G), 85.2 (G), 88.3 (G), 110.7 (G), 136.2 (G), 151.2 (G), 164.2 (G).

Réf. : Montevecchi, P. C.; Manetto, A.; Navacchia, M. Chatgilialoglu, C.Tetrahedron
2004 60, 4303-4308.
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Partie expérimentale

3’-O-Tert-butyldiméthylsilylthymidine (85)

O

\(U\/IE Formule brute : GH>sN,OsSi
Ho\\@‘ o Masse molaire : 356

TBSO

A une solution de 3’,50-di-tert-butyldiméthylsilylthymidine86 (505 mg ; 1,07 mmol) dans
du MeOH (7,5 mL) agitée sous atmosphére inertegjesité du PPTS (1,10 g ; 4,38 mmol ;
4,1 éq). Le mélange est agité une nuit a TA. Agrésporation du milieu réactionnel, le
résidu est repris dans de I'’AcOEt puis lavé avetadal (2 x) puis avec une solution saturée
en NaCl. La phase organique est séchée sur Mdl@e et concentrée. Le mélange obtenu
est purifié par chromatographie sur colonne enntélagec des mélanges AcOEt / EP allant de
1:1 & 8:2. Le produit désiré est obtenu sous fodfoa solide blanc avec un rendement de
51% (m = 195 mg).

R¢: 0.59 (AcOEt/ EP 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :8 0.13 (s, 6H, 2 x CKI®%), 0.92 (s, 9HBuU™%), 1.80 (d,
3H,J = 0.9 Hz, CH"), 2.19 (ddd, 1H, = 3.0, 6.2, 13.3 Hz, #}), 2.30 (ddd, 1H, 6.0, 7.3,
13.3 Hz, Hy), 3.73-3.82 (M, 2H, kb, Hsp), 3.89-3.92 (m, 1H, ki), 4.29 (t, 1HJ = 4.5 Hz,
OH), 4.58-4.61 (m, 1H, &), 6.29 (dd, 1H,) = 6.2, 7.3 Hz, K), 7.76 (d, 1HJ = 0.9 Hz, H),
9.95 (s, 1H, NH).

RMN *3C (acétone-g 100 MHz) :§ -4.7 (CH'®), 12.5 (CH'), 18.5 (Cq,tBu'™°), 26.1
(CHs, tBu™9), 41.2 (G), 62.4 (G), 73.3 (G), 85.6 (G'), 88.7 (G'), 110.6 (@), 137.0 (G),
151.3 (G), 164.2 (G).

Réf. : Montevecchi, P. C.; Manetto, A.; Navacchia, M. Chatgilialoglu, C.Tetrahedron
2004 60, 4303-4308.
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Partie expérimentale

5’-0O-Mésyl-3'-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (87)

\(U\/'\E Formule brute : GH3oN,O;SSi
Msoﬁ o Masse molaire : 434

TBSO

A une solution de 30@-tert-butyldiméthylsilylthymidine85 (70 mg ; 0,20 mmol) dans de la
pyridine (1 mL), est ajouté du chlorure de mésylé L ; 0,22 mmol ; 1,1 é€q). Le mélange
est agité pendant 24h a TA. La réaction est quenakiéc du MeOH et le milieu réactionnel
est concentré. |l est dilué avec de I’AcOEt puiglavec une solution saturée en NaHCD

X) puis avec une solution staurée en NaCl. La pbeaganique est séchée sur MgSftiltrée

et concentrée. Le produit brut est obtenu sousdattiun solide blanc avec un rendement de
89% (m =77 mg).

Rf: 0.61 (AcOEt/ EP 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :8 0.12 (s, 6H, 2 x CH"®), 0.90 (s, 9H{BU™™®), 1.79 (d,
3H,J = 1.4 Hz, CH"), 2.18 (ddd, 1H, = 3.3, 6.0, 13.3 Hz, #}), 2.30 (ddd, 1H, 6.0, 7.8,
13.3 Hz, Hy), 3.73-3.81 (M, 2H, kk, Hsp), 3.88-3.90 (m, 1H, k), 4.46 (s, 3H, CH"),
4.57-4.63 (m, 1H, Kf), 6.28 (dd, 1H,) = 6.0, 7.8 Hz, K), 7.76 (d, 1H,) = 1.4 Hz, H), 10.01
(s, 1H, NH).
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Partie expérimentale

5’-O-Tert-butyldiméthylsilylthymidine (100)

O

\(U\/’\E Formule brute : GH>sN,OsSi
TBSOK@‘ o Masse molaire : 356

HO

A une solution de thymidine (1,01 g ; 4,18 mmolhslau DMF anhydre (7 mL) agitée sous
atmosphere inerte, est ajouté de l'imidazole (62%;m,19 mmol; 2,2 €q). Le milieu

réactionnel est réfrigéré a 0°C et du TBSCI (685;M¢4 mmol ; 1,1 éq) est ajouté. Le
mélange est agité une nuit a TA. Apres évaporadiomilieu réactionnel, il est purifié par

chromatographie sur colonne en éluant avec un meélacOEt / EP 6:4. Le produit désiré est
obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rended&e85% (m = 1,26 Q).

R¢ : 0.35 (AcOEt, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.14 (s, 6H, 2 x CKI®%), 0.94 (s, 9HBuU™%), 1.84 (d,
3H,J = 1.4 Hz, CH"), 2.14 (ddd, 1H) = 3.0, 8.2, 13.3 Hz, ¥}), 2.23 (ddd, 1HJ = 2.3, 6.0,
13.3 Hz, Hy), 3.87 (dd, 1HJ = 3.3, 11.6 Hz, k), 3.91 (dd, 1HJ = 3.5, 11.6 Hz, kh),
3.96-3.98 (m, 1H, k), 4.40 (d, 1H,) = 4.1 Hz, OH), 4.43-4.47 (m, 1H 3}l 6.32 (dd, 1H,
= 6.0, 8.2 Hz, W), 7.56 (d, 1H, = 1.4 Hz, H), 9.96 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-¢ 100 MHz) :5 -5.3 (CH'®®), 12.6 (CH'), 18.9 (Cq,tBu™5), 26.3
(CHs, tBu™9), 41.1 (G), 64.4 (G), 72.3 (G), 85.3 (G'), 88.2 (G'), 110.6 (@), 136.2 (G),
151.2 (G), 164.2 (G).

Réf. : Li, X.; Zhan, Z.-Y. J.; Knipe, R.; Lynn, D. G. Am. Chem. So2002 124, 746-747.
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Partie expérimentale

3-N-Ethoxycarbonylméthyl-5’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (102)

PN
\(U\N CO,t-Bu Formule brute ;: &H3sN>,O-Si
k Masse molaire : 470

A une suspension de NaH a 60% de dispersion danigel’(27 mg ; 0,67 mmol ; 2,4 éq) dans
du THF anhydre (1,5 mL) agitée sous atmosphéré¢eirsrréfrigérée a 0°C, est ajoutée de la
5’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidinel00 (99 mg ; 0,28 mmol ; 1 €q) et le milieu réactidnne
est placé pendant 20 min aux ultrasons. Du brontat&cdetert-butyle (45uL ; 0,30 mmol ;
1,1 éq) est ensuite additionné et le mélange ét age nuit a TA. Le mélange est ensuite
versé dans une solution saturée de Nakl€Oextrait avec de I'AcOEt (3 x). Les phases
organiques rassemblées sont lavées avec une sofistiorée en NaCl, séchées sur MgSO
filtrées et concentrées. Le mélange obtenu esfi@yar chromatographie sur colonne en
éluant avec un mélange AcOEt/ EP 1:1. Le prodtaikylé 102 est obtenu sous forme d’'une
huile avec un rendement de 45% (m = 59 mg). Duytati-alkylé 103 est obtenu avec un
rendement de 8% (m = 44 mg).

La méme procédure est appliquée dans du DMF anteydeeproduit N-alkylél02 est obtenu
avec un rendement de 83%.

R : 0.67 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :5 0.15 (s, 6H, 2 x CE®5), 0.95 (s, 9HBU'®), 1.44 (s,
9H, tBu™'), 1.89 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH"), 2.17 (ddd, 1H, J = 5.8, 7.8, 13.0 HzH 2.28
(ddd, 1H,J = 2.5, 5.9, 13.3 Hz, #$), 3.86-3.95 (M, 2H, kb, Hsp), 3.98-4.00 (m, 1H, k),

4.43 (s, 1H, OH), 4.45-4.47 (m, 1HgH 4.50 (s, 2H, N-Ch), 6.34 (dd, 1HJ = 5.9, 7.8 Hz,
Hy), 7.66 (d, 1H,J = 0.9 Hz, H).

RMN *°C (acétone-g, 100 MHz) :5 -5.3 (CH'®%), 13.2 (CH'), 14.4 (CqtBu®"), 18.9 (Cq,
tBu'™%), 26.3 (CH, tBu'™%), 28.1 (CH, tBu™"), 41.3 (G), 43.1 (N-CH), 64.4 (G), 72.2

(Cs), 82.0 (Cq), 86.3 (€), 88.4 (G), 109.8 (G), 135.1 (G), 151.3 (Q), 163.2 (G), 167.7
(C=0).

[OL]ZD0 1+ 9.35 €= 1.0, Acétone).
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Partie expérimentale

5’-O-Tritylthymidine (95)

O

\(mNH Formule brute : &H»s05N>
TrO Kd/&o Masse molaire : 484
o)

HO

A une solution de thymidine (1,01 g ; 4,15 mmolhslae la pyridine anhydre (20 mL) agitée
sous atmosphére inerte, est ajouté du chlorureityée t(1,30 g ; 4,66 mmol ; 1,1 éq). Le
milieu réactionnel est porté a reflux pendant unie. il est ensuite refroidi et hydrolysé dans
un meélange eau / glace (300 mL) puis filtré. Undeopéateux est obtenu. Il est dissous dans
un minimum d’AcOEt et de EP. Le précipité obtentufisé et seché sous vide pour donner
le produit désiré sous forme d’un solide blanc awecendement de 37% (m = 740 mg).

Rf: 0.24 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.46 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH"), 2.29 (ddd, 1H, = 3.3,
6.2, 13.5 Hz, Hl,), 2.38 (ddd, 1H) = 6.4, 7.5, 13.5 Hz, ), 3.34 (dd, 1H,) = 3.3, 10.6 Hz,
Hsa), 3.38 (dd, 1H,) = 3.9, 10.6 Hz, ki), 4.01-4.06 (m, 1H, ki), 4.52 (d, 1HJ = 4.2 Hz,
OH), 4.58-4.62 (m, 1H, &), 6.37 (dd, 1HJ = 6.2, 7.5 Hz, H), 7.26-7.37 (m, 9H, 9 x &',
7.47-7.50 (m, 6H, 6 x H'), 7.60 (d, 1H,) = 0.9 Hz, H), 9.99 (s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g¢ 100 MHz) :5 12.2 (CH'), 41.1 (G), 64.9 (G), 72.3 (G), 85.1 (G),
87.0 (G), 87.8 (Cq), 110.7 (§, 128.1 (CH,™), 128.8 (CH, "), 129.5 (CH, ™), 136.4 (G),
144.7 (Cq), 151.1 (£, 159.8 (Cq), 161.6 (Cq), 163.2 (Cq), 164.Q)(C

Réf. : Horwitz, J. P.; Urbanski, J. A.; Chua,JJ.Org. Chem1962 27, 3300-3302.
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Partie expérimentale

3-N-Ethoxycarbonylméthyl-5’-O-tritylthymidine (105)

PN
\(U\N CO,Et Formule brute : GHz4N,O,
/& Masse molaire : 570

A une suspension de NaH a 60% de dispersion danigel’(21 mg ; 0,53 mmol ; 2,6 €q) dans
du THF anhydre (1,5 mL) agitée sous atmosphéré¢eirsrréfrigérée a 0°C, est ajoutée de la
5’-O-tritylthymidine 95 (98 mg ; 0,20 mmol ; 1 €q) et le milieu réactidnest placé pendant
20 min aux ultrasons. Du bromoacétate d'éthyle |26 0,23 mmol ; 1,1 éq) est ensuite
additionné et le mélange est agité 24h a TA. Leang# est ensuite versé dans une solution
saturée de NaHC{ et extrait avec de I'AcOEt (3 x). Les phases oigaes rassemblées sont
lavées avec une solution saturée en NaCl, sécheéeSlgSQ, filtrées et concentrées. Le
mélange obtenu est purifié par chromatographiecslmnne en éluant avec un mélange
AcOEt / EP 1:1. Le produit N-alkyl#05 est obtenu sous forme d’un solide blanc avec un
rendement de 37% (m = 42 mg).

Rf: 0.32 (AcOEt/ EP 1:1, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :5 1.23 (t, 3HJ = 7.1 Hz, CH*'%), 1.49 (d, 3H,) = 1.3 Hz,
CHs'), 2.31-2.44 (m, 2H, bt, Hzp), 3.36 (dd, 1H,) = 3.0, 10.3 Hz, k), 3.40 (dd, 1H, =
3.9, 10.3 Hz, i), 4.06-4.08 (m, 1H, k), 4.16 (q, 2H,) = 7.1 Hz, CH*™"), 4.53 (d, 1H,] =
4.1 Hz, OH), 4.60 (s, 2H, N-Gi 4.60-4.64 (m, 1H, ki), 6.38 (dd, 1H,) = 6.4, 7.3 Hz, H),
7.27-7.37 (M, 9H, 9 x K, 7.47-7.50 (m, 6H, 6 x '), 7.72 (d, 1H,J = 1.3 Hz, H).

RMN **C (acétone-g 100 MHz) :5 12.7 (CH'), 14.4 (CH®™'), 41.2 (G), 42.5 (N-CH),
61.7 (CH™"), 64.8 (G), 72.2 (G), 86.1 (G), 87.1 (G), 87.9 (Cq), 110.0 (§, 128.1

(CHa'"), 128.8 (CH, '), 129.5 (CH, "), 135.4 (@), 144.7 (Cq), 151.3 (&, 163.2 (G), 168.6
(Cq), 170.9 (Cq).

[@]? :+10.7 €=1.2, Acétone).

HRMS : m/z[M+Na]" Calc. 593,2258 ; Trouvée 593,2291.
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Partie expérimentale

3-N-Ethoxycarbonylméthyl-3’-O-trimeéthylsilyl-5’- O-tritylthymidine (113)

PN
\(U\N CO,Et Formule brute : GH4,N>O;Si
/& Masse molaire : 642

T™SO

A une suspension de ®-tritylthymidine 95 (102 mg ; 0,21 mmol) dans de I'acétonitrile
anhydre (3 mL) agitée sous atmosphére inerte jasitadu BSA (153.L ; 0,62 mmol ; 3 éq).

Le milieu est porté a reflux pendant 45 min pufsoidi a TA, puis a 0°C. Du NaH a 60% de
dispersion dans I'huile (9 mg; 0,23 mmol ; 1,1 éq) ajouté. Le mélange est agité pendant
45 min puis du bromoacétate d’éthyle (26 pL ; (y#8ol ; 1,1 €q) est ajouté. Le mélange est
agité une nuit a TA. Aprés évaporation du milieactéonnel, le résidu est repris dans de
I’AcOEt, lavé avec de 'eau (2 x), puis avec unkison saturée en NaCl. La phase organique
est séchée sur MgQfiltrée et concentrée. Le résidu est purifié pAromatographie sur
colonne en éluant avec un meélange EP / AcOEt &dr donner le produit13 sous forme
d’'un solide blanc avec un rendement de 80% (m =m@) et le composd14 avec un
rendement de 12% (m = 14 mg).

R : 0.76 (ACOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :8 0.06 (s, 9H, 3 x CE™), 1.24 (t, 3H,J = 7.1 Hz,
CHz>"), 1.54 (d, 3H,] = 1.2 Hz, CH"), 2.30 (ddd, 1H) = 3.9, 6.5, 13.5 Hz, 4}), 2.39-2.45
(m, 1H, Hw), 3.35 (dd, 1HJ = 2.9, 10.5 Hz, k), 3.40 (dd, 1HJ = 3.7, 10.5 Hz, k), 3.98-
4.01 (m, 1H, K), 4.16 (q, 2HJ = 7.1 Hz, CH*'), 4.60 (s, 2H, N-Ch), 4.66-4.69 (m, 1H,
Hs), 6.34 (t, 1HJ = 6.5 Hz, H'), 7.27-7.38 (m, 9H, 9 x ™), 7.48-7.51 (m, 6H, 6 x k"),
7.72 (d, 1HJ = 1.2 Hz, H).

RMN C (acétone-g 100 MHz) :5 0.0 (CH™9), 12.9 (CH'), 14.4 (CH™'), 41.5 (G),
43.5 (N-CH), 61.8 (CH*'), 64.2 (G), 72.6 (G), 86.2 (G), 87.1 (G), 88.0 (Cq), 110.0

(Cs), 128.2 (CH, ™), 128.8 (CH, "), 129.5 (CH, ), 135.4 (@), 144.6 (Cq), 151.3 (&}, 163.2
(C4), 168.6 (Cq), 170.9 (Cq).

[a]? :+13.5€=0.8, Acétone).

T¢:65°C

3’-O-Triméthylsilyl-5’- O-tritylthymidine (114) :
0

| NH Formule brute: €H305N5Si

0 /§O Masse molaire: 536
~"

T™MSO
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Partie expérimentale

R¢: 0.48 (ACOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :5 0.07 (s, 9H, 3 x CHM®), 1.52 (d, 3H,J = 0.9 Hz, CH"),

2.27 (ddd, 1H) = 3.7, 6.9, 13.7 Hz, ¥4), 2.38-2.45 (m, 1H, bt), 3.33-3.41 (m, 2H, ki,

Hsp), 3.36-3.39 (m, 1H, k), 4.64-4.68 (m, 1H, k), 6.32 (t, 1HJ = 6.9 Hz, H), 7.28-7.32
(m, 3H, 3x H™), 7.35-7.39 (m, 6H, 6 x Ki'"), 7.49-7.52 (m, 6H, 6 x /'), 7.62 (d, 1H,) =

0.9 Hz, H), 10.03 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-¢, 100 MHz) :§ -0.1 (CH™9), 12.3 (CH'), 41.2 (G), 64.3 (G), 72.7

(Cs), 85.1 (G), 86.9 (G), 87.9 (Cq), 110.9 (§, 128.1 (CH,"), 128.8 (CH,'", 129.5
(CHa'™"), 136.3 (@), 144.6 (Cq), 151.2 (&, 164.1 (G).
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Partie expérimentale

5’-O-Diméthoxytritylthymidine (89)

0
\ELNH Formule brute : GH3,N»07
DMTO /§ Masse molaire : 544

ﬁ O

HO

A une solution de thymidine (4,96 g; 20,5 mmolnslale la pyridine anhydre (100 mL)
agitée sous atmospheére inerte, sont ajoutés détlaytamine (5,8 mL ; 41,3 mmol ; 2 éq) et
du chlorure de diméthoxytrityle (7,7 g ; 22,7 mmal1 éq). Le milieu réactionnel est chauffé
a reflux pendant 1h30. Apres évaporation du mit&actionnel, le résidu est dissous dans de
I’AcOEt et lavé avec une solution saturée en Nakl(XX) puis avec une solution saturée en
NaCl. La phase organique est séchée sur Mgfidée et concentrée. Le mélange obtenu est
purifié par chromatographie sur colonne en éluaetain meélange Ci€l, / MeOH / EgN
98:1:1. Le produit désiré est obtenu sous forma galide blanc avec un rendement de 82%
(m=9,15 g).

R¢: 0.31 (CHCI,/ MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.46 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH"), 2.30 (ddd, 1H, = 2.8,

6.0, 13.8 Hz, H,), 2.38 (ddd, 1H) = 6.1, 7.8, 13.8 Hz, +), 3.37 (d, 2H, = 3.6 Hz, H,

Hsb), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHMT), 4.01-4.07 (m, 1H, ), 4.51 (d, 1H,J = 4.1 Hz, OH), 4.58-
4.62 (m, 1H, H), 6.38 (dd, 1H,) = 6.0, 7.8 Hz, H), 6.88-6.92 (m, 4H, 4 x M), 7.23-
7.38 (m, 7H, 7 x ®°MT), 7.48-7.50 (m, 2H, 2 x &™), 7.63 (d, 1H,J = 1.4 Hz, H), 10.01
(s, 1H, NH).

RMN *C (acétone-g 100 MHz) :§ 12.1 (CH'), 41.1 (G), 55.5 (OCHMT), 64.8 (G),
72.5 (G), 79.2 (Cq), 85.1 (©), 87.1 (G), 110.9 (G), 113.9 (CH,°M), 127.7 (CH,"MT),
128.7 (CH,"M"), 129.0 (CH,°M"), 131.0 (CH,"M"), 136.4 (@), 145.9 (Cq), 151.2 (&,
159.7 (Cq), 164.2 (.

Réf. : Chirakul, P.; Sigurdsson, S. Org. Lett.2003 5, 917-919.
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Partie expérimentale

3’-0O-Benzoyl-5-0-diméthoxytritylthymidine (116)

0
\(U\NH Formule brute : egH3sN20g
DMTO N/&o Masse molaire : 648

O

BzO\

A une solution de 5@-diméthoxytritylthymidine89 (100 mg ; 0,18 mmol) dans du DMF
anhydre (1 mL) agitée sous atmosphere inerte, gontés de la triethylamine (52 ; 0,37
mmol ; 2 €q) et du chlorure de benzoyle (82; 0,27 mmol ; 1,5 éq). Apres 24h a TA, le
mélange est repris dans de I'AcOEt et lavé avecsohgtion saturée en NaHGCLa phase
agueuse est ensuite extraite avec de I'AcOEt (3.e3. phases organiques rassemblées sont
lavées avec une solution saturée en NaCl, séchéeSlgSQ, filtrées et concentrées. Le
résidu est purifié par chromatographie sur coleeméluant avec un mélange AcOEt/ EP 1:1.
Le produit désiré est obtenu sous forme d’'un sdildec avec un rendement de 34% (m = 40

mgq).

R¢: 0.54 (AcOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :5 1.44 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH"), 2.60-2.74 (m, 2H, bk,
Hop), 3.47 (dd, 1H) = 3.2, 10.1 Hz, kl,), 3.60 (dd, 1H) = 3.2, 10.1 Hz, k), 3.77 (s, 6H, 2
x OCH"MT), 4.34-4.36 (m, 1H, k), 5.74-5.77 (m, 1H, ki), 6.48 (dd, 1H,J = 6.2, 8.5 Hz,
Hy), 6.89-6.91 (m, 4H, 4 x K°YT), 7.23-7.27 (m, 1H, K9, 7.31-7.40 (m, 7H, 7 x &™),
7.50-7.55 (m, 4H, 4 x K%, 7.64-7.68 (m, 2H, 2 x K°M"), 8.06 (d, 1HJ = 0.9 Hz, H),
10.04 (s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g 100 MHz) :§ 12.1 (CH'), 38.1 (G), 55.5 (OCH™T), 64.7 (G),
76.6 (G), 84.5 (G), 85.1 (G), 87.7 (Cq), 110.9 (&, 114.1 (CH,°M), 127.7 (CH,"MT),
128.7 (CH"M"), 129.0 (CH,°™"), 129.4 (CH,°™T), 130.4 (CH,°™T), 130.7 (Cq), 131.0
(CHa?), 134.2 (G), 136.2 (CH,%), 136.3 (Cq), 136.5 (Cq), 145.8 (Cq), 151.2)(A59.7
(Cq), 164.1 (G), 166.3 (Cq).

Réf.: Matsuzaki, J.-1.; Hotoda, H.; Sekine, M.; Hata, Hiiguchi, S.; Nishimura, Y.; Tsuboi,
M. Tetrahedronl986 42, 501-513.
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Partie expérimentale

3-N-Benzoyl-5’-O-diméthoxytritylthymidine (115)

\kaBZ Formule brute : @H3sN»Og
/§ Masse molaire : 648

A une suspension de ®-diméthoxytritylthymidine89 (508 mg; 0,93 mmol) dans de
I'acétonitrile anhydre (15 mL) agitée sous atmosehigerte, est ajouté du BSA (4%% ;
1,84 mmol ; 2 éq). Le milieu est porté a reflux geemt 45 min puis refroidi a TA. De la
triethylamine (255uL ; 1,83 mmol ; 2 éq) et du chlorure de benzoyl@O(L ; 1,20 mmol ;
1,2 éqg) sont ajoutés. Le mélange est agité uneanidt. Du TBAF (740 mg ; 2,34 mmol ; 2,5
€q) est ajouté et le milieu réactionnel est agiédant 1h a TA. Apres évaporation du milieu
réactionnel, le résidu est repris dans de I'AcQd&té avec une solution saturée en NaHCO
(2 x), puis avec une solution saturée en NaCl. hasp organique est séchée sur MgSO
filtrée et concentrée. Le résidu est purifié paioamatographie sur colonne en éluant avec un
mélange EP / AcOEt 1:1. Le produit désiré est abwyus forme d’un solide blanc avec un
rendement de 62% (m = 375 mg).

R¢: 0.61 (AcOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :5 1.51 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH"), 2.38 (ddd, 1H, = 3.3,
6.4, 13.5 Hz, H,), 2.48 (ddd, 1H) = 6.2, 7.3, 13.5 Hz, ), 3.41 (d, 2H, = 3.2 Hz, H,
Hsp), 3.80 (s, 6H, 2 x OCH™MT), 4.07-4.10 (m, 1H, k), 4.53 (s, 1H, OH), 4.63-4.65 (m, 1H,
Hs), 6.34 (dd, 1HJ = 6.4, 7.3 Hz, H), 6.90-6.94 (m, 4H, 4 x K", 7.25-7.29 (m, 1H,
Hao?), 7.33-7.40 (m, 7H, 7 x &M7), 7.50-7.60 (m, 4H, 4 x &%), 7.73-7.77 (m, 2H, 2 x
Ha"MT), 7.82 (d, 1H,) = 1.4 Hz, H).

RMN *C (acétone-g 100 MHz) :§ 12.1 (CH'), 41.3 (G), 55.5 (OCHMT), 64.6 (G),
72.3 (G), 85.8 (G), 87.4 (G), 110.9 (G), 114.0 (CH,°MT), 127.8 (CH,°M"), 128.7
(CHA"MT), 129.0 (CH,”MT), 130.1 (CH,"™"), 131.0 (CH,®?), 131.1 (CH,"M"), 132.9 (Cq),
135.8 (G), 136.4 (CH?), 136.6 (Cq), 137.0 (Cq), 143.9 (Cq), 145.9 (A&0.1 (G), 159.7
(Cq), 163.5 (G), 170.3 (Cq).

Réf. : Veeneman, G. H.; Van Der Marel, G. A.; Van DentEHW.; Van Boom, J. H.
Tetrahedronl991 47, 1547-1562.
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Partie expérimentale

3’-O-Allyl-5’- O-diméthoxytritylthymidine (118)

\fit Formule brute : gH3sN,O7
DMTO K@V o Masse molaire : 584

A une solution de NaH a 60% de dispersion dansil@'t{u82 mg ; 4,55 mmol ; 2,5 éq) dans
du THF anhydre (10 mL) agitée sous atmosphéeredradrtéfrigérée a 0°C, est ajoutée de la
5’-O-diméthoxytritylthymidine89 (988 mg ; 1,82 mmol ; 1 éq) et le milieu réactiehast
placé pendant 20 min aux ultrasons. Du bromurdytEa(400 uL ; 4,62 mmol ; 2,5 éq) est
ensuite additionné et le mélange est agité 3h allBAmélange est ensuite versé dans une
solution saturée en NaHGQGet extrait avec de I'AcOEt (3 x). Les phases oigaes
rassemblées sont lavées avec une solution satar@&a@l, séchées sur Mggdiltrées et
concentrées. Le mélange obtenu est purifié pamtéi@graphie sur colonne en éluant avec
une mélange AcOEt/ EP 1:1 contenant 1% de triathiyle. Le produit désiré est obtenu sous
forme d’un solide blanc avec un rendement de 90% @84 mg).

R¢: 0.44 (AcOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.47 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH"), 2.35 (ddd, 1H, = 5.5,
7.8, 13.5 Hz, k), 2.41 (ddd, 1H) = 2.5, 6.0, 13.5 Hz, #4), 3.39 (d, 2H,) = 3.7 Hz, OCH)),

3.79 (s, 6H, 2 x OCE™"), 4.02 (dd, 1H,) = 5.5, 13.3 Hz, kl,), 4.07 (dd, 1H,) = 5.5, 13.3
Hz, Hsp), 4.12-4.14 (m, 1H, k), 4.37-4.39 (m, 1H, k), 5.14 (m, 1H, =CK""*), 5.26 (m,
1H, =CH*Y®), 5.85-5.98 (m, 1H, =C#¥"°), 6.31 (dd, 1H,J = 6.0, 7.8 Hz, H), 6.89-6.93 (m,
4H, 4 x H°"MT), 7.24-7.39 (m, 7H, 7 x K°MT), 7.47-7.50 (m, 2H, 2 x &°™7), 7.61 (d, 1H,))

= 1.4 Hz, H), 10.00 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-g 100 MHz) :§ 12.2 (CH'), 38.2 (G), 55.5 (OCH""), 64.8
(OCHY®), 70.6 (G), 79.9 (G), 84.6 (G), 85.3 (G), 87.5 (Cq), 111.0 (§, 114.0

(CHA"YT), 116.9 (CH™®), 127.7 (CH,°MT), 128.7 (CH°MT), 129.0 (CH,”™"), 131.0
(CHa"MT), 135.8 (CH™®), 136.5 (G), 145.9 (Cq), 151.2 (&, 159.7 (Cq), 164.2 (.

[a]? :+16.2 €=0.9, Acétone).
T¢: 85°C

Réf. : Seio, K.; Terada, T.; Mizuta, M.; Ohkubo, A.; Taby H.; Sekine, MHelv. Chim.
Acta2007, 90, 1946-1965.
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Partie expérimentale

5’-O-Diméthoxytrityl-3’- O-formylméthylthymidine (119)

o]

| N Formule brute : €2H34N2Og

DMTO \\@/&O Masse molaire : 586

o="""°

A une solution de 3@-allyl-5’- O-diméthoxytritylthymidinel18 (1,63 g ; 2,79 mmol) dans un
mélange acétone / eau 3:1 (12 mL), sont ajoutés N®&O (0,65 g ; 5,58 mmol ; 2 éq) et une
solution a 4% de tétroxyde d’osmium dangeit-butanol (90QuL). Le milieu réactionnel est
agité pendant 2h a TA puis traité avec dudN@s (0,98 g). Apres 30 min, de I'ealg0 mL)

est ajoutée pour dissoudre le précipité formé ehkse aqueuse est extraite avec de I'’AcOEt
(3 x). Les phases organiques rassemblées sontslaxéz une solution saturée en NacCl,
séchées sur MgS(Xiltrées et concentrées.

Le brut obtenu est repris dans un mélange acéttamapon phosphate (composé de NakPO
et de NaHPQO, a une concentration de 0,1 mol/L) a pH 7 (3:1n3 et du NalQ (1,50 g ;
7,02 mmol ; 2,5 éq) est ajouté. Le mélange eséggihdant 2h a TA. Il est ensuite filtré et le
précipité est rincé avec de I'AcOEt. Les deux phade filtrat sont séparées et la phase
agqueuse est extraite avec de I'AcOEt (2 x). Lessebarganiques rassemblées sont lavées
avec une solution saturée en NaCl, séchées sur MdBf#es et concentrées. Le produit,
sous forme d'un solide beige, est obtenu avec undement de 100% (m = 1,64 Q)
suffisamment pur pour étre utilisé sans purifiaatio

R¢ : 0.55 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.45 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH"), 2.39 (ddd, 1H, = 6.0,
8.5, 14.2 Hz, H,), 2.50 (ddd, 1H) = 2.3, 6.0, 14.2 Hz, #}), 3.41-3.43 (m, 2H, kb, Hsp),
3.79 (s, 6H, 2 x OCEM"), 4.20-4.22 (m, 1H, ki), 4.27 (s, 2H, OCH), 4.46-4.48 (m, 1H,
Hs), 6.33 (dd, 1H) = 6.0, 8.5 Hz, H), 6.90-6.92 (m, 4H, 4 x °M7), 7.25-7.37 (m, 7H, 7 x
Ha oM7), 7.48-7.50 (m, 2H, 2 x K°M7), 7.60 (d, 1H,J = 0.9 Hz, H), 9.64 (s, 1H, CHO),
10.01 (s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g 100 MHz) :8 12.2 (CH'), 38.0 (G), 55.5 (OCH"™T), 64.8 (G),
75.4 (OCH*™®) 81.7 (G, 84.7 (G), 87.5 (Cq), 87.6 (¢), 111.1 (G), 114.0 (CH,°M),

127.8 (CH,"M"), 128.8 (CH,"™T), 129.0 (CH,"M"), 131.0 (CH,"™"), 136.4 (G), 145.9
(Cq), 151.3 (§), 159.6 (Cq), 164.2 (§, 200.6 (CHO).

[a]? :+3.61€=0.8, Acétone).
Ti:123°C

Réf. : Seio, K.; Terada, T.; Mizuta, M.; Ohkubo, A.; Taby H.; Sekine, MHelv. Chim.
Acta2007, 90, 1946-1965.
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Partie expérimentale

5’-O-Méthoxycarbonylméthyl-3’-O-diméthoxytritylthymidine (127)

O

\(U\/'E Formule brute : gH3gN>Oqg
DMTOK@ o Masse molaire : 616

o
o~

OMe

A une solution del19 (492 mg ; 0,84 mmol) dans un mélange acétonitrdau 1:1 (8 mL),
sont ajoutés du BAIB (547 mg ; 1,70 mmol ; 2 eqetTEMPO (27 mg; 0,17 mmol ; 0,2
€q). Le mélange est agité 2h a TA. Il est diluécade I'AcOEt (15 mL) et lavé avec une
solution saturée en NaCl. La phase aqueuse estitexaivec de I'’AcOEt (2 x). Les phases
organiques rassemblées sont séchées sur MdiBfEes et concentrées. Le produit brut est
engageé dans la formation de I'ester.

A une solution du dérivé acide (500 mg ; 0,84 mnaalhs du DMF anhydre (5 mL) agitée
sous atmosphére inerte, sont ajoutés du NaH(@22 mg; 2,64 mmol; 3 éq) et du
iodométhane (84L ; 1,36 mmol ; 1,5 éq). Le mélange est agité pehdae nuit a TA. Pour
compléter la réaction, du carbonate de césium (g3 0,43 mmol ; 0,5 éq) est ajouté. Apres
24h & TA, le produit de départ est consommeé. Léemiléactionnel est évaporé et le résidu
est repris dans de 'AcOEER0 mL). La phase organique est lavée avec unei@olsaturée
en NaHCQ puis avec une solution saturée en NaCl, sechéklg860,, filtrée et concentree.
Le mélange obtenu est purifié par chromatographiecelonne en éluant avec du &Hb
contenant 1% de triéthylamine puis avec un mélabgeCl, / MeOH / EgN 98:1:1. Le
produit est obtenu sous forme d’'une huile avecemadement de 64% (m = 345 mg).

R¢: 0.48 (ACOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.46 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH"), 2.37 (ddd, 1H, = 5.9,
8.3, 13.9 Hz, H,), 2.49 (ddd, 1H) = 2.3, 6.0, 13.9 Hz, ¥), 3.40 (dd, 1H, = 3.7, 10.6 Hz,
Hs), 3.44 (dd, 1H,) = 3.7, 10.6 Hz, kh), 3.67 (s, 3H, CE"), 3.79 (s, 6H, 2 x OCH™MT),
4.17-4.20 (m, 1H, B), 4.22 (s, 2H, OCh), 4.50-4.52 (m, 1H, ki), 6.32 (dd, 1H,) = 6.0, 8.3
Hz, Hy), 6.89-6.93 (M, 4H, 4 x )°MT), 7.23-7.38 (m, 7H, 7 x K°M7), 7.47-7.50 (m, 2H, 2 x
Ha"MT), 7.59 (d, 1H,J = 0.9 Hz, H), 10.03 (s, 1H, NH).

RMN *C (acétone-g 100 MHz) : 5 12.1 (CH'), 38.0 (G), 51.9 (OCH™'), 55.5
(OCH"MT), 64.8 (G), 66.9 (OCH), 81.5 (G), 84.7 (G), 85.1 (G), 87.5 (Cq), 111.0 (&,

114.0 (CH,"™"), 127.7 (CH,°M"), 128.7 (CH,°MT), 129.0 (CH,"M"), 131.0 (CH,°M),
136.3 (G), 136.6 (Cq), 145.9 (Cq), 151.24C159.7 (Cq), 164.1 (§, 171.2 (C=C"").

[a] :+18.6 €= 1.6, Acétone).
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Partie expérimentale

3’-O-Carboxyméthyl-5’-O-diméthoxytritylthymidine (88)

O

\(U\/IE Formule brute : €H34N>Oq
DMTOK@V o Masse molaire : 602

)
o~

OH

A une solution del27 (200 mg ; 0,32 mmol) dans du méthanol (2 mL), agsttée de la
lithine (12 mg ; 0,50 mmol ; 1,6 éq). Apres 3 joarJ A, une solution saturée en MNH est
ajoutée et le mélange est extrait avec de I'AcCEX)( Les phases organiques rassemblées
sont séchées sur MggQiltrées et concentrées. Le produit brut est mbteous forme d’'une
huile avec un rendement de 90% (m = 176 mg). llseffisamment pur pour étre utilisé
ensuite sans purification.

R¢: 0.13 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN *H (méthanol-d, 400 MHz) :5 1.36 (d, 3H,) = 1.4 Hz, CH"), 2.27-2.34 (m, 1H, bt),
2.50-2.54 (m, 1H, bb), 3.37-3.43 (M, 2H, kt, Hsp), 3.77 (s, 6H, 2 x OCHM"), 3.93 (s, 2H,
OCHy), 4.21-4.25 (m, 1H, k), 4.38-4.41 (m, 1H, &), 6.31-6.34 (m, 1H, ), 6.85-6.87 (m,

4H, 4 X H"MT), 7.28-7.31 (m, 7H, 7 x &), 7.41-7.43 (m, 2H, 2 x K°M7), 7.68 (d, 1H)
= 1.4 Hz, H).

[@]? :+11.9 €=1.5 MeOH).

Réf. : Greenberg, M. MTetrahedronl995 51, 29-38.
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Partie expérimentale

3’-O-(N-Carbonylméthyl)-5’- O-diméthoxytritylthymidyl-(3° —5’)-5’- O-amino-3’-O-tert-
butyldiméthylsilylthymidine (78)

o]

NH
DMTO \(ll Formule brute : ¢sHg1N5013Si

N (0] )
o Masse molaire : 955

O\\ 0
Oi) \f‘\NH

N—

ey

TBSO

A une solution de thymidine acid8 (51 mg ; 0,085 mmol) dans du DMF anhydre (1 mL)
agitée sous atmospheére inerte et a 0°C, sont ajdetéHOALt (15 mg ; 0,11 mmol ; 1,3 éq) et
de 'EDC (11 mg; 0,10 mmol ; 1,2 éq). Aprés 10 mda la thymidine oxyamin®2 (28 mg ;
0,075 mmol ; 0,9 éq) est ajoutée et le milieu iéackel est agité une nuit a TA. Le mélange
est dilué avec de I'AcOEt et lavé avec une solusiaturée en NaHCGOLa phase aqueuse est
extraite avec de I'AcOEt (2 x). Les phases orgagsquassemblées sont lavées avec une
solution saturée en NaCl, séchées sur Mg$i{irées et concentrées. Le mélange obtenu est
purifié par chromatographie sur colonne en éluaetain mélange Ci€l, / MeOH / EgN
99:0:1 puis 98:1:1 quand le produit sort. Le prodidisiré est obtenu sous forme d’un solide
blanc avec un rendement de 94% (m = 76 mgQ).

R¢ : 0.36 (CHCI, / MeOH 9.5:0.5, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.13 (s, 6H, 2 x CKI®%), 0.92 (s, 9HBuU™%), 1.45 (d,
3H,J = 1.4 Hz, CH",), 1.84 (d, 3H,J = 0.9 Hz, CH'g), 2.14-2.26 (m, 2H, ks, Hovg), 2.34-
2.42 (M, 2H, Haa, Hopa), 3.39 (dd, 1H,J = 3.4, 10.7 Hz, ), 3.45 (dd, 1H,) = 3.4, 10.3
Hz, Hspa), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHMT), 4.05-4.07 (m, 1H, k), 4.10-4.15 (m, 4H, kks,

Hsbe, OCH), 4.22-4.24 (M, 1H, k), 4.48-4.49 (m, 1H, kl), 4.71-4.73 (m, 1H, k&), 5.58
(s, 1H, CO-NH-0O), 6.31-6.36 (m, 2H 4, Hyg), 6.89-6.93 (M, 4H, 4 x K°VT), 7.23-7.27
(m, 1H, H°MT), 7.32-7.38 (m, 6H, 6 x KM, 7.47-7.51 (m, 2H, 2 x KT, 7.61 (d, 1H,
J=1.4 Hz, Hp), 7.85 (d, 1H,) = 0.9 Hz, Hg), 10.0 (s, 2H, N, NHp).

RMN *C (acétone-g, 100 MHz) :5 -4.6 (CH'®%), 12.2 (CH',), 12.4 (CH'g), 18.5 (Cq,
tBu'™%), 26.1 (CH, tBu'™%), 37.8 (Gn), 41.2 (Gg), 55.5 (OCH™MT), 64.9 (Gn), 68.8
(OCH,), 73.8 (Gg), 76.6 (G), 82.2 (Ga), 84.4 (Gpn), 85.1, 85.7 (©a Cuig), 86.2 (Gp),
87.6 (Cq), 111.1 (G, Csg), 114.0 (CH,"M), 127.7 (CH°MT), 128.7 (CH,°MT), 129.0
(CHAPMT), 131.0 (CH,PMT), 136.3, 136.9 (6, Cee), 145.8 (Cq), 151.2 (&, C), 159.7
(Cq), 164.1, 164.3 (£, Cu), 166.5 (Cq).

[@ :+19.8 ¢=1.1, Acétone).
T¢:137°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 978.3927 ; Trouvée 978.3894.
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Partie expérimentale

Dinucléoside 79 lié par liaison oxime

Formule brute : ¢gHgiN50O15Si

0
\fJ\NH
DMTO \@‘ko Masse molaire : 939

TBSO

A une solution de thymidine aldéhydé&9 (162 mg ; 0,28 mmol) et de thymidine oxyamine
82 (105 mg ; 0,28 mmol) dans du THF anhydre (10 ndij)éa sous atmosphére inerte, est
ajouté de I'acide acétique (1p0Q, 1,5% en volume). Apres 20h d’agitation a TAmélange
est neutralisé avec une solution saturée en NaH&@xtrait avec de 'AcOEt (3 x). Les
phases organiques rassemblées sont lavées avesplutien saturée en NaCl, séchées sur
MgSQ,, filtrées et concentrées. Le mélange obtenu esfiowpar chromatographie sur
colonne en éluant avec un meélange,Chl/ MeOH / EtN 98:1:1. Le produit désiré est
obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rendede84% (m = 220 mg).

Rf : 0.42 (CHCI, / MeOH 9.5:0.5, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.11 (s, 6H, 2 x CK®), 0.91 (s, 9HBU™%), 1.29 (d,
3H,J = 1.4 Hz, CH",), 1.79 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH'g), 2.19-2.33 (m, 2H, bks, Hovg), 2.35-
2.50 (M, 2H, Haa, Hopa), 3.37-3.44 (m, 2H, kba, Hspa), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHMT), 4.04-
4.08 (M, 1H, Hg), 4.13-4.16 (M, 1H, k), 4.17-4.20 (t, 1.2HJ = 5.0 Hz, GH,CH=N-O
(E)), 4.24-4.31 (m, 2H, &ks, Hsus), 4.38-4.41 (dd, 0.8H) = 3.4, 8.0 Hz, @H,CH=N-O
(2)), 4.43-4.46 (M, 1H, kl), 4.54-4.58 (m, 1H, k&), 6.25-6.32 (M, 2H, b, Hig), 6.89-
6.95 (m, 4.4H, 4 x B°™", CH=N-O (2)), 7.23-7.27 (m, 1H, AP""), 7.31-7.36 (m, 6H, 6 x
HaPM"), 7.47-7.51 (m, 3H, 2 x ;™7 Heg), 7.59-7.61 (M, 1.6H, §, CH=N-O (E)), 10.0 (s,
2H, NHa, NHg).

RMN *°C (acétone-¢ 100 MHz) :§ -4.7 (CH'®%), 12.2 (CH'a), 12.7 (CH'g), 18.5 (Cq,
tBu'™%), 26.2 (CH, tBu'™%), 37.9 (Ga), 40.6 (Gg), 55.5 (OCH"MT), 64.3 (QCH,CH=N-O
(2)), 64.8 (Gp), 66.7 (CCH,CH=N-O (E)), 73.4 (Gg), 74.5 (Gs), 75.0 (Cq), 81.0 (&),
84.5 (Ca), 85.2, 85.5 (§a, Crg), 86.1 (Gg), 87.5 (Cq), 110.0, 110.8 £ Csg), 114.0
(CHAMT, 127.7 (CH,°MT), 128.7 (CH°MT), 129.0 (CH,°MT), 131.0 (CH,"MT), 136.2,
136.4 (Ga, Ceg), 145.8 (Cq), 148.6 (Cq), 151.24CCsr), 159.7 (Cq), 164.1 (G, Css), 183.3
(Cq), 190.0 (Cq).

T¢:135°C
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Partie expérimentale

5’-O-Diméthoxytrityl-3’- O-(N-éthyl)thymidyl-(3' —5’)-5’-O-amino-3’-O-tert-
butyldiméthylsilylthymidine (80)

DMTO \ft Formule brute : ¢eHezN501,Si
\g Masse molaire : 941

O 0
2 | NH
N-
H Oﬁ
TBSO

A une solution du dinucléosid® (52 mg ; 0,055 mmol) dans du THF anhydre (1 mlijéag
sous atmosphére inerte, sont ajoutés de l'acidéqaeé(25uL, 2,5% en volume) et du
NaBH;CN (10 mg; 0,17 mmol; 3 éq). Le milieu réactionest agité 24h a TA. La
conversion n’est pas totale, du Naf€H\ (10 mg ; 0,17 mmol ; 3 éq) est de nouveau ajoute
Apres 48h, la réaction est stoppée. Le mélangedikst dans de I'AcOEt et lavée avec une
solution saturée en NaHGQO.a phase aqueuse est extraite avec de I'’AcOK}. (Res phases
organiques rassemblées sont lavées avec une sofitiorée en NaCl, séchées sur MgSO
filtrées et concentrées. Le mélange obtenu esfi@yar chromatographie sur colonne en
éluant avec un mélange @&, / MeOH / EgN 98:1:1. Le produit désiré est obtenu avec un
rendement de 66% (m = 34 mg).

R¢ : 0.45 (CHCI, / MeOH 9.5:0.5, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :8 0.11 (s, 6H, 2 x CH™®), 0.91 (s, 9H{BU™®"), 1.46 (d,
3H,J = 0.9 Hz, CH"4), 1.80 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH'g), 2.15-2.28 (m, 2H, bks, Hove), 2.32-
2.46 (M, 2H, Haa, Haba), 3.09-3.13 (m, 2H, OCHH,-NH-0), 3.36-3.43 (m, 2H, i,

Hsba), 3.62-3.71 (m, 2H, OH,CHx-NH-0), 3.79 (s, 6H, 2 x OC#HY"), 3.81-3.92 (m, 2H,
Hsas, Hsbe), 3.99-4.02 (M, 1H, k), 4.13-4.15 (m, 1H, k), 4.33-4.35 (m, 1H, k), 4.50-
4.53 (m, 1H, Hg), 6.26-6.31 (M, 2H, I, H1s), 6.43-6.46 (t, 1H, CHNH-O), 6.89-6.93 (m,
4H, 4 x H"M"), 7.23-7.27 (m, 1H, B°MT), 7.32-7.38 (m, 6H, 6 x M), 7.48-7.50 (m,
2H, 2 x H"MT), 7.56 (d, 1HJ = 0.9 Hz, Hg), 7.60 (d, 1HJ = 0.9 Hz, Hy), 9.94 (s, 1H,
NH,), 9.97 (s, 1H, Ni).

RMN *3C (acétone-¢ 100 MHz) :§ -4.6 (CH'®), 12.2 (CH'A), 12.6 (CH'g), 18.5 (Cq,
tBu'®), 26.1 (CH, tBu'™, 38.0 (Gn), 40.9 (Gg), 52.2 (OCHCH,-NH-O), 55.5
(OCH"MT), 64.9 (Gp), 66.7 (ACH,CHy-NH-0), 73.7 (Gg), 74.4 (Gg), 81.0 (Ga), 84.5
(Csn), 85.2, 85.5 (@a Cirg), 86.4 (Gg), 87.5 (Cq), 110.8, 111.0 { GCsg), 114.0

(CHAMT, 127.7 (CH,°MT), 128.7 (CH,°MT), 129.0 (CH,°MT), 131.0 (CH,°MT), 136.3,
136.5 (Ga, Ceg), 145.8 (CQq), 151.2 (£, Cse), 159.7 (Cq), 164.2 (&, Cu).

[a] :+18.8 €=0.7, Acétone).
T¢:106°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 964.4135 ; Trouvée 964.4087.
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Partie expérimentale

3’-O-(N-Carbonylméthyl)-5’- O-diméthoxytritylthymidyl-(3° —5’)-5’- O-aminothymidine
(135)

NH
DMTO \fl Formule brute : ¢zH47N5013

K@y\' © Masse molaire : 841

<, O
ey

I

A une solution du dinucléosid& (175 mg ; 0,18 mmol) dans du THF (2 mL), est aadh
TBAF (85 mg; 0,27 mmol ; 1,5 éq). Le milieu réaainel est agité une nuit a TA, il est
concentré puis repris dans de I'AcOEt et lavé auwee solution saturée en NaCl. La phase
organique est séchée sur MgSfitrée et concentrée. Le produit désiré est mbtsous forme
d’un solide blanc avec un rendement de 94% (m mg@p

R¢: 0.17 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.45 (d, 3HJ = 0.9 Hz, CH',), 1.84 (d, 3H,) = 1.4 Hz,
CHs'g), 2.16-2.26 (M, 2H, bte, Hove), 2.35-2.42 (M, 1H, bba), 2.48-2.54 (m, 1H, bba),
3.40 (dd, 1H,J = 3.7, 10.7 Hz, Kl), 3.44 (dd, 1H,) = 3.4, 10.7 Hz, kha), 3.79 (s, 6H, 2 x
OCH;"MT), 4.06-4.15 (m, 5H, ks, Hsas, Hsps, OCH), 4.23-4.24 (m, 1H, k), 4.47-4.48
(m, 1H, Hypa), 4.56-4.57 (M, 1H, kk), 6.31-6.36 (M, 2H, b, Hyg), 6.90-6.93 (m, 4H, 4 x
Ha'"MT), 7.26-7.38 (m, 7H, 7 x &M, 7.48-7.50 (m, 2H, 2 x g°M7), 7.61 (d, 1H) = 1.4
Hz, Hea), 7.81 (d, 1H,J = 0.9 Hz, Hg).
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Partie expérimentale

Dinucléoside 136 lié par liaison oxime

NH
| .
Formule brute : ¢zH47Ns5015
DMTO\@V*O Masse molaire : 825

HO

A une solution du dinucléosidé (301 mg ; 0,32 mmol) dans du THF (3 mL), est aadh
TBAF (150 mg ; 0,48 mmol ; 1,5 éq). Le milieu réaohel est agité une nuit a TA, il est
concentré puis repris dans de I'AcOEt et lavé auwee solution saturée en NaCl. La phase
organique est séchée sur MgSd@ltrée et concentrée. Le mélange obtenu estfipupiar
chromatographie sur colonne en éluant avec un meél@tCl, / MeOH / EgN 98:1:1 puis
97:2:1. Le produit désiré est obtenu sous forma galide blanc avec un rendement de 99%
(m =261 mg).

Rf : 0.33 (CHCI, / MeOH 9.5:0.5, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.47 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH',), 1.81 (d, 3H,) = 1.4 Hz,
CHs'g), 2.15-2.29 (m, 2H, bts, Hope), 2.36-2.48 (M, 2H, bba, Haba), 3.39-3.40 (m, 2H,
Hsan Hsba), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHMT), 4.07-4.11 (m, 1H, kk), 4.14-4.15 (m, 1H, k),
4.17-4.19 (t, 1.2HJ = 5.0 Hz, @H,CH=N-O (E)), 4.25-4.30 (M, 2H, 45, Hse), 4.37-4.41
(m, 0.8H, @H,CH=N-O (2)), 4.44-4.48 (m, 2H, 4}, Hzg), 4.58-4.59 (m, 1H, OH), 6.28-
6.34 (M, 2H, Ha, Hig), 6.89-6.93 (m, 4.4H, 4 x £PMT, CH=N-O (2)), 7.23-7.28 (m, 1H,
Ha "M, 7.31-7.38 (m, 6H, 6 x &F"M7), 7.44-7.50 (m, 3H, 2 x "M, Heg), 7.57-7.58 (m,
0.6H, CH=N-O (E)), 7.61 (d, 1H,= 1.4 Hz, Ha), 10.00 (s, 2H, N NHg).

RMN *3C (acétone-¢, 100 MHz) :5 12.2 (CH'a), 12.7 (CH'g), 38.0 (Ga), 40.4 (Gg), 55.5
(OCH"MT), 64.7 (GCH,CH=N-O (Z)), 64.8 (Gp), 66.6 (@CH,CH=N-O (E)), 72.3 (Gg),

75.0 (Grg), 75.1 (Cq), 81.0 (&), 84.5 (Gn), 85.1, 85.2 (€a, Crg), 86.1 (Gg), 110.8, 111.1
(Csa, Cs), 114.0 (CH,°MT), 127.7 (CH,°MT), 128.7 (CH,”MT), 129.0 (CH,°MT), 131.0
(CHA"MT), 136.3, 136.4 (6, Ces), 145.8 (Cq), 148.6 (Cq), 151.2 4C C), 159.7 (Cq),
164.1 (Ga, Cug), 183.3 (Cq), 190.0 (Cq).

T¢:122°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 848.3113 ; Trouvée 848.3058.
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Partie expérimentale

5’-O-Diméthoxytrityl-3’-oxothymidine (138)

o]

/g Formule brute : ¢iH3oN,O7
DMTO o Masse molaire : 542

(0]

A une suspension de Cs@B01 mg) dans du Ci&l, anhydre (7 mL) agitée sous atmosphere
inerte et refroidie a 5°C, est ajoutée de la pyed{(0,5 mL), le Cr@ se solubilise. De
I'anhydride acétique (0,3 mL) et de la G-diméthoxytritylthymidine89 (550 mg ; 1,0 éq)
sont ensuite ajoutés. Le milieu réactionnel esea®fd min a 5°C. Le mélange est dilué dans
de I'AcOEt et le précipité formé (sels de chroms) fédtré sur silice. Le filtrat est concentré
sous pression réduite sans chauffage. Le prodsité&ést obtenu sous forme d’un solide
blanc avec un rendement de 85% (m = 464 mg).

R¢ : 0.50 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN *H (CDCls, 400 MHz) :8 1.31 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH'), 2.76 (dd, 1H,]) = 8.3, 18.8
Hz, Hya), 3.08 (dd, 1H,) = 6.9, 18.8 Hz, bk), 3.44 (dd, 1H,) = 2.1, 10.4 Hz, k), 3.63 (dd,
1H,J = 2.3, 10.4 Hz, k), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHM"), 4.17-4.18 (m, 1H, k), 6.58 (dd, 1H,
J=6.9, 8.3 Hz, H), 6.81-6.85 (m, 4H, 4 x k"7, 7.22-7.35 (m, 7H, 7 x &™), 7.68 (d,
1H,J = 1.4 Hz, H), 8.62-8.64 (m, 2H, 2 x M), 8.93 (s, 1H, NH).

RMN *3C (CDCl;, 100 MHz) :8 11.6 (CH'"), 42.0 (G), 55.4 (OCH"™"), 63.0 (G), 81.0
(C1), 81.6 (G'), 87.3 (Cq), 112.5 (§, 113.4 (CH,"™"), 124.0 (CH,°M"), 127.3 (CH,"MT),
128.2 (CH°M"), 130.1 (CH°MT), 135.2 (CH.°MT), 136.6 (G), 144.2 (Cq), 149.4
(CHa"MT), 150.4 (G), 159.0 (Cq), 163.9 (&, 175.7 (Cq), 209.7 (£).

Réf. : Svendsen, M. L.; Wengel, Jetrahedronl993 49, 11341-11352.
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Partie expérimentale

3-N-Ethoxycarbonylméthyl-5’-O-phthalimidothymidine (154)

o)
PN
\fi CO,Et Formule brute : &H>3N30g
N-q Masse molaire : 509

A une suspension de NaH a 60% de dispersion danigel'(26 mg ; 0,65 mmol ; 2,4 éq) dans
du THF anhydre (2 mL) agitée sous atmosphere imentéfrigérée a 0°C, est ajouté dul'-
phthalimidothymidine83 (106 mg ; 0,27 mmol ; 1 éq) et le milieu réactienest placé
pendant 20 min aux ultrasons. Du bromoacétate yl&t81 pL ; 0,28 mmol ; 1.0 éq) est
ensuite additionné et le mélange est agité 3h allBAmélange est ensuite versé dans une
solution saturée en NaHGQet extrait avec de I'AcOEt (3 x). Les phases oigaes
rassemblées sont lavées avec une solution sator@@@l, séchées sur Mggdiltrées et
concentrées. Le mélange obtenu est purifié pameat@graphie sur colonne en éluant avec
une mélange AcOEt / EP 1:1. Le produit désiré bt sous forme d’un solide blanc avec
un rendement de 68% (m = 93 mg).

R : 0.62 (AcOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :5 1.24 (t, 3H,J = 7.1 Hz, CH*"), 1.93 (d, 3H,) = 1.4 Hz,
CHs'), 2.26 (ddd, 1HJ = 5.5, 8.5, 14.0 Hz, &), 2.31 (ddd, 1HJ = 2.3, 5.7, 14.0 Hz, &),
4.16 (q, 2HJ = 7.1 Hz, CH®™*), 4.27-4.30 (m, 1H, k), 4.49 (dd, 1H) = 3.0, 10.1 Hz, ),
4.53 (dd, 1H,) = 4.2, 10.1 Hz, k), 4.60 (s, 2H, N-Ch), 4.67 (d, 1H,) = 3.7 Hz, OH), 4.73-
4.77 (m, 1H, H), 6.41 (dd, 1HJ = 5.7, 8.5 Hz, H), 7.88 (d, 1HJ = 1.4 Hz, H), 7.90 (s,
4H, 4 x H™.

RMN C (acétone-g 100 MHz) :8 13.0 (CH'), 14.4 (CH™"), 40.9 (G), 42.5 (NCH),

61.7 (CH®™"®), 72.5 (G), 78.6 (G, 85.9 (G'), 86.9 (G"), 110.3 (G), 124.0 (CH,"™), 130.0
(Cq), 135.6 (CH"™), 151.3 (G), 163.3 (C=G"Y, 163.9 (G), 168.6 (C=C").

[a]? :+87.2 €=1.0, Acétone).

Ts: 194°C
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Partie expérimentale

3-N-Benzoyl-5’-O-phthalimidothymidine (155)

O o0
0
| /’L Formule brute : &H»N3Og
N\O\\@ o Masse molaire : 491
0

HO

A une suspension de ®-phthalimidothymidine83 (1,01 g; 2,61 mmol) dans de
I'acétonitrile anhydre (25 mL) agitée sous atmosehgerte, est ajouté du BSA (1,20 mL ;
4,85 mmol ; 1,9 éq). Le milieu est porté a refl@ngant 1h puis refroidi a TA puis a 0°C. De
la triethylamine (720 pL ; 5,17 mmol ; 2 éq) puis chlorure de benzoyle (360 pL; 3,10
mmol ; 1,2 éq) sont ajoutés. Le mélange est agieerwit & TA. Aprés évaporation du milieu
réactionnel, le résidu est repris dans de 'AcO&t¢ avec une solution de HCI 1M (3 x),
avec de I'eau et enfin avec une solution saturéNa@l. La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et concentrée. Le résidu est purifié glamomatographie sur colonne en éluant
avec un meélange AcOEt / EP 6:4 puis 7:3. Le prodiésiré est obtenu sous forme d’un solide
blanc avec un rendement de 92% (m = 1,18 Q).

R¢: 0.44 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.95 (d, 3HJ = 1.0 Hz, CH"), 2.34-2.37 (m, 2H, bk,
Hop), 4.29-4.31 (m, 1H, k), 4.51 (dd, 1H,) = 3.0, 10.6 Hz, k), 4.55 (dd, 1H,) = 4.3, 10.6
Hz, Hsp), 4.68 (d, 1H,) = 3.7 Hz, OH), 4.75-4.78 (m, 1H b 6.38 (t, 1HJ = 6.9 Hz, H),
7.57-7.61 (m, 2H, 2 x |9, 7.73-7.77 (m, 1H, W), 7.91 (s, 4H, 4 x ™™, 7.98 (d, 1H,)
= 1.0 Hz, R), 8.00-8.03 (m, 2H, 2 x &F?).

RMN *°C (acétone-g¢, 100 MHz) :5 12.4 (CH'), 40.9 (G), 72.4 (G), 78.6 (G'), 86.0 (G),
86.4 (G), 111.3 (G), 124.0 (CH,"™), 130.1 (CH,®?, 131.1 (CH,??), 133.0 (Cq), 135.6

(CHgBPh”), 135.7 (CH,®), 137.6 (G), 150.2 (G), 163.5 (C=G"", 163.9 (G), 170.3
(C=0™).

[a]? :+17.9 €= 1.1, MeOH).
Tt :206°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 514.1221 ; Trouvée 514.1233.
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Partie expérimentale

5’-O-Tert-butoxycarbonylamino-3’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (159)

O

i \(m/t Formule brute : &H37N30Si
ocHN\O

o o Masse molaire : 471

TBSO

A une solution de 53-amino-3'-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 82 (665 mg; 1,79
mmol) dans du THF anhydre (7 mL) agitée sous atimaspinerte, sont ajoutés de la
triethylamine (3854L ; 2,74 mmol ; 1,5 éq) et du Bge (521 mg; 2,39 mmol ; 1,3 éq). Le
milieu réactionnel est agité 3 jours a TA. Apreamration du milieu réactionnel, le résidu
est repris dans de 'AcOEt et lavé avec de I'eais ppec une solution saturée en NaCl. La
phase organique est séchée sur MgSilirée et concentrée. Le mélange obtenu esffipuri
par chromatographie sur colonne en éluant avec éilange AcOEt / EP 1:1. Le produit
désiré est obtenu sous forme d’'un solide blanc ameendement de 82% (m = 486 mg).

R¢: 0.50 (AcOEt/ EP 1:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :5 0.13 (s, 6H, 2 x CE®5), 0.92 (s, 9HBU™®), 1.46 (s,
9H, tBut®), 1.85 (d, 3HJ = 1.3 Hz, CH'"), 2.16-2.27 (m, 2H, ki, Hap), 4.02-4.07 (m, 2H,
Hsa, Hsp), 4.11-4.13 (m, 1H, ki), 4.65-4.67 (m, 1H, k), 6.33 (dd, 1H,) = 6.0, 7.8 Hz, H),
7.77 (s, 1H, K, 9.27 (s, 1H, O-NH), 9.97 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-¢ 100 MHz) :5 -4.7 (CH'®), 12.4 (CH'), 18.5 (Cq,tBu™), 26.1

(CHs, tBu™%), 28.4 (CH, tBU*®), 41.2 (G), 73.7 (G), 76.7 (G), 81.1 (Cq,tBu®®), 85.6
(Cy), 86.2 (G), 110.9 (G), 136.8 (G), 151.3 (G), 157.3 (C=3"), 164.3 (G).

[@]? :+41.9 €=1.0, MeOH).
Ts: 134°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 494.2293 ; Trouvée 494.2268.
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Partie expérimentale

5’-O-Tert-butoxycarbonylaminothymidine (160)

O

\(m/t Formule brute : GH,,N30-
BocHN\O

o Masse molaire : 356
0

HO

A une solution de 50-tert-butoxycarbonylamino-30-tert-butyldiméthylsilylthymidinel159
(340 mg ; 1,05 mmol) dans du THF (3 mL) agitée sausosphere inerte, est ajouté du TBAF
(650 mg ; 2,06 mmol ; 2 éq). Le milieu réactionast agité 1 nuit a TA. Aprés évaporation
du milieu réactionnel, le résidu est repris dan$AIRDEL et lavé avec de I'eau puis avec une
solution saturée en NaCl. La phase organique eb&sésur MgSg) filtrée et concentrée. Le
produit brut est obtenu avec un rendement quaihijitat= 386 mg).

R¢: 0.15 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :§ 1.44 (s, 9HBUP*), 1.85 (d, 3HJ = 1.3 Hz, CH"),
2.06-2.19 (M, 2H, bk, Hap), 3.99-4.02 (M, 2H, kb, Hsp), 4.16-4.18 (m, 1H, k), 4.53-4.54
(m, 1H, H), 6.30-6.34 (m, 1H, H), 7.74 (d, 1HJ = 1.3 Hz, H), 9.78 (s, 1H, O-NH), 9.89
(s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g 100 MHz) :5 12.4 (CH'), 28.3 (CH, tBu®), 40.2 (G), 54.9 (G),

72.2 (G), 76.6 (CqtBuP®), 85.6 (G'), 85.9 (G), 110.8 (G), 136.8 (G), 151.3 (G), 157.2
(C=CP"), 164.4 (G).

[@]? :+41.9 €= 1.0, MeOH).
Ts: 134°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 380.1434 ; Trouvée 380.1463.
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Partie expérimentale

3,3-N,O-Di-allyl-5’- O-(N-allyl- N-tert-butoxycarbonyl)aminothymidine (162)

\ 0
2 | NN Formule brute : @Hz4N3O;
N-q /g Masse molaire : 476
o ©

{

A une solution de 50-tert-butoxycarbonylaminothymidin60 (69 mg ; 0,19 mmol) dans du
THF anhydre (1 mL) agitée sous atmosphére inesteajeuté du NaH a 60% de dispersion
dans I'huile (20 mg ; 0,50 mmol ; 2,5 éq) et le am§je est placé 20 min aux ultrasons. Du
bromure d'allyle (45uL ; 0,52 mmol ; 2,7 éq) est ensuite ajouté. Le emilréactionnel est
agité 1 nuit a TA. Le mélange est dilué dans de®kt et lavé avec de I'eau. La phase
agueuse est extraite avec de I'AcOEt (3 x) puiplesses organiques rassemblées sont lavées
avec une solution saturée en NaCl, séchées sur Mdilifées et concentrées. Le mélange
obtenu est purifié par chromatographie sur coloemetluant avec un mélange AcOEt / EP
2:8. Le produit désiré est obtenu sous forme dalide blanc avec un rendement de 62% (m
=56 mg).

R : 0.70 (AcOEt/ EP 3.7, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :§ 1.46 (s, 9HBUP*), 1.87 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH"),
2.06-2.13 (m, 1H, bt), 2.33-2.38 (m, 1H, b), 4.00-4.10 (m, 5H, OCH N-CH,, Hs),
4.17-4.22 (M, 2H, kb, Hy), 4.31-4.33 (m, 1H, k), 4.44-4.46 (m, 2H, N-C}), 5.05-5.30 (m,
6H, 3 x =CH*""*), 5.80-5.94 (m, 3H, 3 x =C¥"*), 6.27-6.30 (m, 1H, H), 7.76 (d, 1HJ =
1.4 Hz, H).

RMN *3C (acétone-¢ 100 MHz) :§ 13.2 (CH'), 28.4 (CH, tBu®®), 38.1 (G), 43.4 (N-
CHy), 53.2 (N-CH), 70.5 (O-CH), 75.4 (G), 80.2 (G), 82.0 (CqtBu®®), 83.9 (G, 86.6

(Cy), 110.1 (G), 116.7, 117.3, 118.2 (GH®), 133.5, 133.9, 135.1, 135.8 (E'¥F, Co),
151.3 (G), 156.8 (C=3), 163.3 (G).

[@2 : +59.1 €= 0.8, Acétone).

T¢:134°C
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Partie expérimentale

3’-O-Allyl-5’- O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (124)

O

\(U\/’\E Formule brute : @H33N,OsSi
TBSO\\@‘ 0 Masse molaire : 397

O\
{

A une solution de 50@-tert-butyldiméthylsilylthymidine100 (492 mg ; 1,38 mmol) dans du
THF anhydre (5 mL) agitée sous atomsphére inertéfggérée a 0°C, est ajouté du NaH a
60% de dispersion dans I'huile (135 mg ; 3,38 mnyb €q). Le milieu réactionnel est placé
20 min aux ultrasons. Du bromure d’allyle (280 12,23 mmol ; 2,3 éq) est ensuite ajouté et
le mélange est agité pendant 5h a TA. La converssbrcompléte. De 'AcOEt (30 mL) est
ajouté et le mélange est lavé avec une solutiaurémten NaHC@ La phase aqueuse est
extraite avec de I'’AcOEt (2 x) puis les phases oigaes rassemblées sont lavées avec une
solution saturée en NaCl, séchées sur Mg$ilfrées et concentrées. Le mélange est purifié
par chromatographie sur colonne en éluant avec éilange AcOEt / EP 1:1. Le produit
désiré est obtenu sous forme d’'un solide blanc ameendement quantitatif (m = 552 mg).

R¢: 0.68 (ACOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :8 0.15 (s, 6H, 2 x CH™®), 0.94 (s, 9H{Bu™™"), 1.83 (d,
3H,J = 1.3 Hz, CH"), 2.11-2.18 (m, 1H, bt), 2.33-2.39 (m, 1H, b}), 3.88-3.89 (m, 2H,
Hsa Hspb), 4.05-4.10 (m, 3H, OCH Hy), 4.19-4.22 (m, 1H, ki), 5.15 (m, 1H, =Cpf'"®),
5.30 (m, 1H, =Ckf"™®), 5.87-5.98 (m, 1H, =C#¥"®), 6.26 (dd, 1H,) = 5.5, 8.7 Hz, K), 7.54
(d, 1H,J = 1.3 Hz, H), 9.99 (s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g 100 MHz) :5 -5.3 (CH'"), 12.6 (CH, tBu'™%), 12.6 (CH'), 18.9
(Cq, tBu™9), 38.0 (G), 64.5 (G), 70.4 (OCH¥"®) 80.1 (G), 85.4 (G, 85.7 (G), 110.7
(Cs), 116.7 (CH™™®), 135.9 (CH"™®), 136.0 (G), 150.9 (G), 164.1 (G).

Réf. : Montembault, M.; Bourgougnon, N.; Lebreton,Te&trahedron Lett2002 43, 8091-
8094.
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3’-O-Allylthymidine (164)

O

\(U\/t Formule brute : &H1sN2Os
HO\\@ o Masse molaire : 282

O\

{

A une solution de 3B-allyl-5’- O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 124 (455 mg; 1,14
mmol) dans du THF (5 mL), est ajouté du TBAF (538 ;01,71 mmol ; 1,5 éq). Le mélange
est agité une nuit a TA. Apres évaporation du miti€actionnel, le résidu est repris dans de
I’AcOEt. La phase organique est lavée avec unetisolgaturée en NaCl, séchée sur MgSO
filtrée et concentrée. Le mélange obtenu est gupdir chromatographie sur colonne en éluant
avec un mélange AcOEt / EP 8:2. Le produit désitéobtenu sous forme d’'un solide blanc
avec un rendement de 90% (m = 277 mg).

R¢: 0.24 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :5 1.81 (d, 3HJ = 1.4 Hz, CH"), 2.21-2.28 (m, 1H, bt),
2.32-2.37 (m, 1H, bb), 3.74-3.83 (M, 2H, kb, Hsp), 4.04-4.08 (m, 3H, OCH Hy), 4.24-
4.27 (m, 1H, H), 4.33 (t, 1H,J = 5.0 Hz, OH), 5.15 (m, 1H, =G&®), 5.30 (m, 1H,
=CH,"™®), 5.88-5.98 (m, 1H, =CH¥"), 6.25 (dd, 1H,) = 6.0, 8.2 Hz, H), 7.78 (d, 1HJ =
1.4 Hz, H), 9.99 (s, 1H, NH).

RMN **C (acétone-g 100 MHz) :5 12.5 (CH'), 37.9 (G), 63.1 (G, 70.4 (OCH), 80.1

(Cs), 85.7 (G), 86.1 (G, 110.7 (G), 116.6 (CH*"*), 135.9 (CH"Y®), 136.9 (G), 151.3
(C,), 164.3 (G).
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2,5-Anhydrouridine (177)

o)
NHE Formule brute : gH11N>O5
OJ\N Masse molaire : 227
%
HO  OH

A une solution d’uridine (100 mg ; 0,41 mmol) damsmélange THF / DMF anhydre (7 mL,
6:1), sont ajoutés de la triphénylphosphine (156;n@g60 mmol; 1,4 éq) et du N-
hydroxyphthalimide (81 mg ; 0,50 mmol ; 1,2 éq). hdieu est refroidi a 0°C et du DIAD
(105uL ; 0,53 mmol ; 1,3 €q) est ajouté goutte a goutemeélange est agité pendant 72 h a
TA. La réaction est incomplete. Le mélange est entré puis repris dans de I'AcOEt et lavé
avec de l'eau. La phase aqueuse est extraite avd@aaktate d’éthyle (3 x). Les phases
organiques rassemblées sont séchées sur WdJB@Ees et concentrées. Le mélange est
purifié par chromatographie sur colonne avec urang# CHCI, / MeOH 15:1. Le produit
est obtenu sous forme d’un solide blanc avec udement de 54% (m = 428 mg).

R¢ : 0.33(CH.CI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g¢ 400 MHz) :5 4.21-4.31 (m, 3H, b, Hz, Hs), 4.51-4.55 (m, 2H, &k,
Hsb), 5.04 (d, 1HJ = 5.0 Hz, OH), 5.24 (d, 1H] = 5.9 Hz, OH), 5.59 (d, 1H] = 7.8 Hz,
Hs), 5.94 (d, 1H,)=5.0 Hz, H)), 7.90 (d, 1HJ = 7.8 Hz, H).

RMN °C (acétone-g 100 MHz) :5 71.2, 74.3 (&, C3), 78.5 (G), 82.8 (G), 89.7 (G)),
102.8 (G), 129.8 (Q), 141.4 (G), 163.8 (G).

Réf. : Li, H.; Miller, M. J.J. Org. Chem1999 64, 9289-9293.
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2’,3-0,0-Isopropylideneuridine (178)

([iw Formule brute : @H1sN2Og
HOK@P o Masse molaire : 284

A une suspension d'uridine (499 mg; 2,04 mmol)sdde 'acétone (4 mL), du B®EbL
(260 uL ; 2,05 mmol ; 1 éq) est ajouté goutte attgole mélange est agité pendant 72 h a
TA. Il est ensuite quenché avec une solution satanédNaCOs; (5 mL). L'acétone est éliminé
par évaporation et la phase aqueuse est extratede/I’AcCOEt (3 x). Les phases organiques
rassemblées sont lavées avec de I'eau, séchébgySay, filtrées et concentrées. Le mélange
est purifié par chromatographie sur colonne aveamgétange ChCl, / MeOH 30:1. Le
produit est obtenu sous forme d’un solide blancaverendement de 74% (m = 428 mg).

R¢ : 0.23 (AcOEt, révélateur 1).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :8 1.32 (s, 3H, Ch), 1.52 (s, 3H, Ch), 3.75-3.80 (m, 2H,
Hsa, Hsp), 4.18-4.20 (m, 1H, ki), 4.27 (t, 1HJ = 5.3 Hz, OH), 4.87-4.96 (m, 2H,,HH,),
5.61 (d, 1HJ=8.0 Hz, H), 5.91 (d, 1HJ = 2.8 Hz, H'), 7.83 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H), 10.10
(s, 1H, NH).

RMN '°C (acétone-g 100 MHz) :5 25.5 (CH), 29.6 (CH), 62.8 (G, 81.6, 85.1 (g, Ca),
87.6 (G, 93.0 (G, 102.7 (G), 114.3 (Cq), 142.6 (&, 151.3 (G), 163.5 (GQ).
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2’,3-0,0-Isopropylidene-5’-O-phthalimidouridine (179)

O

o @ Formule brute : gH19N3Og

o o Masse molaire : 429
N\o/\d
o SXB

A une solution de 2’,30,0-isopropylidéneuridind 78 (53 mg ; 0,19 mmol) dans du DMF (1
mL), sont ajoutés du N-hydroxyphthalimide (47 m@,29 mmol; 1,5 éq) et de la
triphénylphosphine (74 mg ; 0,29 mmol ; 1,5 éq)niélange est réfrigéré a 0°C et du DEAD
(44 pL; 0,28 mmol ; 1,5 éq) est ajouté. Le miliéactionnel est agité pendant une nuit a TA
puis un mélange d’eau et d’AcOEt (20 mL, 1:1) ¢sti®. La phase aqueuse est extraite avec
de I'AcOEt (3 x) et les phases organiques rassessldént séchées sur Mg&5Q@ltrées et
concentrées. L'huile obtenue est purifiée par clatographie sur colonne en éluant avec un
mélange AcOEt / EP allant de 5:5 a de I’AcOEt fuér.produit désiré est obtenu sous forme
d’un solide blanc avec un rendement de 52% (m md)L

R¢ : 0.66(CH,CI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :8 1.33 (s, 3H, Ch), 1.51 (s, 3H, Ch), 4.49-4.55 (m, 3H,
Hz, Hs, Hs bis), 5.01-5.10 (m, 2H, b, Hs), 5.58 (dd, 1H,] = 7.8 Hz, H), 5.85 (d, 1H,J =
2.3 Hz, H), 7.52-7.76 (m, 4H, 4 x )™, 7.85 (d, 1H,) = 7.8 Hz, H), 10.45 (s, 1H, NH).
RMN **C (acétone-g, 100 MHz) :5 25.4 (CH), 27.4 (CH), 78.4 (G), 82.2, 84.9 (G, Cx),

85.8 (G), 94.6 (G), 102.8 (G), 124.0 (), 129.9 (CH,"™), 133.7 (CH,"™), 134.7
(CHa™™), 135.5 (CH,"™), 143.3 (G,"™), 151.3 (Q), 163.7 (G,"™), 163.8 (G).

[a]? : +4.60 €=0.9, MeOH).
T¢: 212°C.

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 452,1064 ; Trouvée 452,1064.
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2',5’-Di- O-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine (180)

o)
NH )
(ll Formule brute : &H4oN>OgSi
TBSO N o Masse molaire : 472
o)
HO  OTBS

A une solution d’AgNQ (6,27 g ; 0,037 mol ; 3 éq) dans de la pyriding 1fiL), est ajoutée
sous atmosphére inerte une solution d’'uridine (33000,012 mol; 1 éq) dans du THF
anhydre (70 mL). Le mélange est agité sous atmospherte pendant 10 min, puis du
TBSCI (5,59 g; 0,037 mol ; 3 éq) est ajouté enkdange réactionnel est agité pendant 1h a
TA. Il est ensuite filtré sur célite et le filtrast concentré. Le mélange est purifié par
chromatographie sur colonne en éluant avec un meél&® / AcOEt 8,5:1,5. La deuxieme
fraction donne le produit di-silylé en positione®’5’ sous forme d’une huile incolore avec un
rendement de 86% (m = 4,67 g). Le reste est ob&mnyroduit tri-silylé 182 avec un
rendement de 6% (m = 436 mg) ainsi qu’en prodyf’}lisilylé 181 avec un rendement de
2% (m = 115 mg).

R : 0.71 (AcOEt/ EP 1:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :5 0.11 (s, 6H, 2 x CEI®®), 0.16 (s, 6H, 2 x C§1®%), 0.91
(s, 9H,'Bu™®%), 0.96 (s, 9H'BuU™®), 3.83 (d, 1H,J = 5.0 Hz, OH), 3.90 (dd, 1H,= 2.0, 11.4
Hz, Hsa), 4.00 (dd, 1H) = 2.0, 11.9 Hz, bl), 4.05-4.08 (m, 1H, k), 4.18 (dd, 1HJ = 4.5,
5.0 Hz, H), 4.30 (t, 1HJ = 4.5 Hz, H), 5.60 (d, 1H,J = 8.2 Hz, H), 5.94 (d, 1HJ = 4.5
Hz, Hy), 7.95 (d, 1H,J = 8.2 Hz, H), 10.08 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-¢ 100 MHz) :5 -6.2 (CH'™®®), -5.5 (CH'™™%), 17.9 (Bu'®®), 18.2
(tBu'®%), 62.7 (G), 70.4 (G), 76.5 (G), 84.7 (G), 88.5 (G, 101.7 (G), 139.9 (G), 150.5
(Cy), 162.6 (G).

Réf : Hansske, F.; Madej, D.; Robins, M.T&trahedronl 984 40, 125-135.

3',5'-Di- O-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine (181) :

0
NH _
| /§ Formule brute : &H4oN>OgSio
TBSO o N o Masse molaire : 472
TBSO  OH

R¢: 0.54 (AcOEt/ EP 1:1, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g, 400 MHz) :8 0.11 (s, 6H, 2 x CH®°), 0.12 (s, 6H, 2 x C§i®®), 0.89
(s, 9H,tBu™™%), 0.91 (s, 9H{Bu'®%), 3.82 (dd, 1HJ = 2.3, 11.5 Hz, H), 3.94 (dd, 1H, =
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3.3, 11.5 Hz, ), 4.00-4.02 (M, 1H, k), 4.13 (d, 1H,) = 5.9 Hz, OH), 4.19 (m, 1H, 4,
4.32 (t, 1H,J = 4.5 Hz, H), 5.53 (d, 1H,) = 8.3 Hz, H), 5.90 (d, 1H,J = 4.6 Hz, H'), 7.79
(d, 1H,J = 8.3 Hz, H), 10.06 (s, 1H, NH).

RMN **C (acétone-¢ 100 MHz) : & -5.2 (CH'®®), -4.6 (CH™™), -4.3 (CH'™®®), 14.6
(tBu'®%), 18.9 (Bu'™°), 63.3 (G), 72.5 (G), 75.5 (G), 85.8 (G), 89.6 (G'), 102.60 (@),
141.1 (G), 151.6 (G), 163.6 (G).

Réf : Hansske, F.; Madej, D.; Robins, M.T&trahedrornl 984 40, 125-135.

2',3,5’-Tri- O-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine (182) :

0
(U\ NH Formule brute : &Hs4N2OgSi3
TBSO N/&o Masse molaire : 586
0
TBSO  OTBS

R¢: 0.89 (AcOEt/ EP 1:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-¢ 400 MHz) :5 -0.03-0.15 (plusieurs singulets, 18H, £8), 0.85 (s,
9H, tBu'®%), 0.91 (s, 9HBU'®%), 0.95 (s, 9HIBU'"%), 3.85-3.88 (M, 1H, k), 3.97-4.02 (m,
2H, Hsb, Hz ou Hy), 4.23-4.33 (m, 2H, B, Hy ou Hy), 5.57 (d, 1H,) = 8.0 Hz, H), 5.92 (d,
1H,J = 5.1 Hz, H'), 7.90 (d, 1H,) = 8.0 Hz, H), 10.03 (s, 1H, NH).

RMN **C (acétone-¢ 100 MHz) : & -5.2 (CH'™%), -5.1 (CH'™%), -4.4 (CH™®), -4.3
(CH5'™®9), -4.0 (CH™%), -3.1 (CH™®), 18.7 (Bu'®%), 18.8 (Bu'®%), 19.2 (Bu'™), 63.5 (G,
72.8,77.6, 86.0 (&, Cz, Cs), 89.9 (G)), 102.7 (G), 140.9 (), 151.5 (G), 163.5 (G).

Réf : Hansske, F.; Madej, D.; Robins, M.T&trahedrornl 984 40, 125-135.
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2,2’-Anhydrouridine (184)

N
b Formule brute : gH1oN>Os

Masse molaire : 226

HO

A une solution d'uridine (2,00 g ; 8,20 mmol) dashs DMF anhydre (4 mL) agitée sous
atmosphere inerte, est ajouté du carbonate de rdiEh€1,95 g ; 9,11 mmol ; 1,1 éq) et le
milieu réactionnel est chauffé a 80°C. Du bicartterde sodium (20 mg ; 0,23 mmol ; 0,03
€q) est ensuite ajouté et le mélange est chautfZ0&C pendant 5h. Il est ensuite refroidi a
TA et le précipité formé est filtré et rincé avee ohéthanol. Le produit attendu est obtenu
sous forme d’un solide blanc avec un rendemengée @ = 1,52 q).

R¢: 0.23 (CHCI, / MeOH 8:2, révélateur 1).

RMN H (D20, 400 MHz) :5 3.54-3.56 (m, 2H, bk, Hsp), 4.37-4.39 (m, 1H, k), 4.65-4.66
(m, 1H, H), 5.45 (dd, 1HJ = 0.5, 6.0 Hz, H), 6.18 (d, 1H,) = 7.3 Hz, H), 6.52 (d, 1H,]) =
6.0 Hz, H'), 7.90 (d, 1H,) = 7.3 Hz, H).

RMN 3C (D,O, 100 MHz) :8 60.9 (G, 75.5 (G), 89.6 (G, 89.9 (G), 91.0 (G'), 108.7
(Cs), 138.4 (G), 161.3 (Q), 175.8 (G).

Réf : McGee, D. P. C.; Vaughn-Settle, A.; Vargeese, @aiZY. J. Org. Chem1996 61,
781-785.
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2,2’-Anhydro-5’- O-phthalimidouridine (185)

Formule brute : GH13NzO7

o)
o)
I
N\o\\o@ Masse molaire : 371
o)

HO

A une suspension de 2,2’-anhydrouridit&} (104 mg ; 0,46 mmol) dans du DMF anhydre (1
mL), sont ajoutés du N-hydroxyphthalimide (113 m@,69 mmol; 1,5 éq) et de la
triphénylphosphine (140 mg ; 0,53 mmol ; 1,2 ée nhélange est réfrigéré a 0°C et du DIAD
(130 pL; 0,66 mmol ; 1,4 éq) est ajouté. Le miliéactionnel est agité pendant une nuit a
TA. La réaction n’a pas avancé. Pour solubilisanédange, du toluéne, du THF sont ajoutés
sans amélioration et enfin du DMSO, ce qui pernetsdlubiliser le mélange. Aprés 2
semaines d’agitation, le milieu réactionnel estoemiré et purifié par chromatographie sur
colonne en éluant avec un mélange,Ckl/ MeOH 20:1 a 10:1. Le produit désiré est obtenu
sous forme d’un solide blanc avec un rendementé& @n = 60 mg).

R¢: 0.23 (CHCI, / MeOH 8:2, révélateur 1).

RMN *H (D,0, 400 MHz) :8 3.43-3.51 (m, 2H, kb, Hsp), 4.22-4.24 (m, 1H, ki), 4.53-4.54
(m, 1H, H), 4.60 (s, 1H, OH), 5.27 (dd, 1H,= 0.5, 6.0 Hz, H), 6.04 (d, 1HJ = 7.3 Hz,
Hs), 6.36 (d, 1H,J = 6.0 Hz, H'), 7.08-7.22 (m, 4H, 4 x J&™), 7.80 (d, 1H, = 7.3 Hz, H).

RMN C (D,0, 100 MHz) :5 61.6 (G'), 76.1 &Q’), 90.5 (G, 90.6 (G), 91.4 (G), 108.9
(Cs), 125.4 (Cq), 128.3 (CK™), 129.0 (CH,"™), 137.8 (G), 161.5 (G), 174.8 (G).

[@2 :-19.3 €=0.8, MeOH).

T¢:241°C
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2,2’-Anhydro-5’- O-diméthoxytrityluridine (186)

Formule brute : gH>sN,O7

0
N
)l\)j
DMTO\\O@ Masse molaire : 528

HO

A une solution de 2,2’-anhydrouridirié4 (104 mg ; 0,46 mmol) dans de la pyridine (1 mL)
agitée sous atmosphere inerte, sont ajoutés du DNIIAS mg ; 0,52 mmol ; 1,1 éq) et de la
DMAP (1 pointe de spatule). Le milieu réactionnst agité pendant 3 jours a TA. Apres
évaporation du milieu réactionnel, le résidu esélavec un mélange Gél,/ H,O 1:1 (10
mL). La phase aqueuse est extraite avec dpOGHt les phases organiques rassemblées sont
lavées avec une solution saturée en NakjGEchées sur MgSCXiltrées et concentrées. Le
mélange obtenu est purifié par chromatographiecslanne en éluant avec de I’AcOEt pur
puis avec un mélange AcOEt / MeOH 9:1. Le prodésie est obtenu sous forme d'un
solide blanc avec un rendement de 48 % (m = 101 mg)

Rt : 0.79 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (CDsOD, 400 MHz) :5 2.91 (dd, 1H, = 6.8, 10.3 Hz, k), 3.01 (dd, 1H, = 5.3,
10.3 Hz, Hy), 3.77 (s, 6H, 2 x OCHM"), 4.38 (td, 1H, = 2.4, 12.1 Hz, b)), 4.49-4.50 (m,
1H, Hg), 5.27 (d, 1HJ = 5.3 Hz, H)), 6.00 (d, 1H,J = 7.6 Hz, H), 6.35 (d, 1H,J = 5.3 Hz,
Hy), 6.80-6.83 (m, 4H, 4 x J°MT), 7.17-7.34 (m, 9H, 9 x &"M7), 7.84 (d, 1H,J = 7.6 Hz,
He).

RMN *C (CDsOD, 100 MHz) :8 55.7 (OCH"™T), 64.0 (G), 76.7 (G), 89.1 (G), 91.0
(C»), 92.1 (G), 110.1 (), 114.2 (CH,°MT), 127.9 (CH,°MT), 128.9 (CH,°MT), 129.1

(CHA"MT), 130.9 (CH,”™T), 131.0 (CH,"MT), 136.8 (G,°M"), 138.6 (@), 146.0 (G:°MT),
160.2 (G,°M7), 161.5 (G), 172.9 (G,°M"), 175.1 (G).

[a]? :-4.52 £=1.0, MeOH).
T¢:89°C

Réf: D. P. C. McGee, A. Vaughn-Settle, C. VargeeseZhai, J. Org. Chem1996 61, 781—
785.
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2,2’-Anhydro-5’- O-diméthoxytrityl-3’- O-éthoxycarbonylméthyluridine (187)

Formule brute : gH3sN>Oqg

o)
N
)l\)ﬁ
DMTO\\O@ Masse molaire : 642

/=0
EtO,C

A une solution de 2,2’-anhydro-®-diméthoxytrityluridinel86 (98 mg ; 0,19 mmol) dans du
THF anhydre (1 mL) agitée sous atmosphére inertéfggérée a 0°C, est ajouté du NaH a
60% de dispersion dans I'huile (24 mg ; 0,60 mn®EQ) et le mélange est agité pendant 1h.
Du bromoacétate d’éthyle (95uL; 0,86 mmol; 4,5 égt ensuite ajouté et le milieu
réactionnel est agité pendant une nuit a TA. Leang® est quenché avec du méthanol et
concentré. Il est ensuite purifié par chromatogi@shr colonne en éluant avec un mélange
CH.Cl, / MeOH 98:2 puis 95:5. Le produit désiré est obteaus forme d’une huile avec un
rendement de 70% (m = 82 mg).

R¢ : 0.68 (CHCI, / MeOH 9.5:0.5, révélateur 1).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :5 1.23 (t, 3H,J = 7.0 Hz, CH®™"), 3.05-3.07 (m, 2H, &k,
Hsb), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHMT), 4.14-4.21 (m, 2H, CH™), 4.34 (s, 2H, OCH), 4.44-4.45
(m, 1H, H), 4.53 (td,J = 3.2, 6.2 Hz, k), 5.53 (d, 1HJ = 6.0 Hz, H'), 5.85 (d, 1HJ = 7.5
Hz, Hs), 6.42 (d, 1HJ = 6.0 Hz, H'), 6.84-6.86 (m, 4H, 4 x ™), 7.24-7.40 (m, 9H, 9 x
Ha"MT), 7.74 (d, 1H,) = 7.5 Hz, H).

Ha

RMN *°C (acétone-g 100 MHz) :5 14.4 (CH®*'), 55.4 (OCH"), 61.4 (CH*', 63.6
(Cs), 67.9 (OCH), 84.9 (G), 86.0 (G), 87.3 (G), 91.2 (G), 110.3 (G), 114.0 (CH,"™T),
127.4 (CH,"M"), 127.5 (CH,°M"), 128.2 (CH,"MT), 128.6 (CH,"M"), 130.0 (CH,"MT),

130.7 (CH°MT), 136.3 (G), 141.1 (G.°MT), 145.8 (G,°M), 159.5 (G.°MT), 160.2 (G),
170.3 (G,°M7), 171.4 (G).

[@]2’ :-37.8¢=1.0, Acétone).

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 637.2157 ; Trouvée 637.2209.
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5’-O-Diméthoxytrityl-2’- O-méthyl-3’-O-tert-butoxycarbonylméthyluridine (188)

@)

HN
)\)j Formule brute : gH3sN>Oqg
DMTO\\O@ Masse molaire : 642

o  OMe

OtBu

A une suspension de Mg (30 mg) dans du MeOH (3 agfifee sous atmosphére inerte, est
ajouté du produii87 (65 mg ; 0,10 mmol). Le mélange est agité pendartsemaine a TA
puis il est neutralisé a I'aide d’acide acétiquacil et concentré. Il est repris dans dwClyl

et lavé avec de I'eau. La phase aqueuse est emstiitete avec du Cil, (2 x). Les phases
organiques rassemblées sont lavées avec une sofitiorée en NaCl, séchées sur MgSO
filtrées et concentrées. Le mélange obtenu esti@yar chromatographie sur colonne en
éluant avec un mélange @El, / MeOH 9:1. Le produit désiré est obtenu avecamdement
de 60% (m = 39 mg).

RMN H (CDCls, 400 MHz) :8 1.26 (s, 9HtBU®™), 2.97 (dd, 1H,] = 7.1, 10.1 Hz, Kl),
3.13 (dd, 1H,) = 6.0, 10.1 Hz, k), 3.75 (s, 3H, OCH), 3.80 (s, 6H, OCE™"), 4.19 (s, 2H,
OCHy), 4.27 (dd, 1HJ = 0.9, 2.8 Hz, Hl), 4.40-4.44 (m, 1H, ki), 5.38 (dd, 1HJ=0.9 , 6.0
Hz, H,), 5.94 (d, 1HJ = 7.3 Hz, H), 6.15 (d, 1HJ = 6.0 Hz, H'), 6.80-6.82 (m, 4H, 4 x
Ha"MT), 7.17-7.34 (m, 9H, 9 x &°M), 7.84 (d, 1H,J) = 7.3 Hz, H).

RMN *C (CDCl;, 100 MHz) :5 28.3 (Bu®™"), 52.3 (OCH), 53.5 (Cq), 55.3 (OCH™M),
62.2 (G), 67.7 (OCH), 84.6 (G), 85.1 (G), 86.6 (G), 90.1 (G), 110.5 (G), 113.4
(CHA"MT, 127.1 (CH,PMT, 127.9 (CH,°MT), 128.1 (CH,”MT), 139.8 (CH,°MT), 134.4
(Ce), 135.2 (G,°M7), 144.3, 158.7, 159.2, 161.5, 172.9, 1754 (¥, C,, Cu).
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Partie expérimentale

2,3’-Anhydro-5’- O-benzoyluridine (191)

Formule brute : GH14 N>Og
BzO

o}
N
M i
K{])i?p Masse molaire : 330

v

OH

A une solution d'uridine (501 mg ; 2,05 mmol) dahsDMF (5 mL) agitée sous atmosphére
inerte, sont ajoutés de la triphénylphosphine (&igt; 3,10 mmol ; 1,5 éq), de l'acide
benzoique (382 mg; 3,13 mmol ; 1,5 éq) et du DI@®DO uL ; 3,05 mmol; 1,5 éq). Le
milieu réactionnel est agité pendant 30 min a TAesta triphénylphosphine (809 mg ; 3,08
mmol ; 1,5 éq) et du DIAD (600 pL ; 3,05 mmol ; £&) sont de nouveau ajoutés. Apres 2h
d’agitation, le milieu réactionnel est dilué avat mélange AcOEt / eau 1:1 (30 mL). La
phase aqueuse est extraite avec de 'AcOEt. Lesegharganiques rassemblées sont lavées
avec une solution saturée en NaCl, séchées sur M di@es et concentrées.

Le mélange est purifié par chromatographie surro@oen éluant avec de 'EP pur puis avec
des mélanges AcOEt / EP allant de 1:1 a 4:1. Lewptalésiré est obtenu sous forme d’'un
solide blanc avec un rendement de 82% (m = 557 mg).

R¢: 0.30 (ACcOEt/ EP 9:1, révélateur 1).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :5 4.29-4.32 (m, 1H, ki), 4.37-4.41 (m, 2H, b, Hz), 4.58
(dd, 1H,J = 5.0, 12.4 Hz, k), 4.67 (dd, 1H,) = 3.4, 12.4 Hz, ki), 4.79 (s, 1H, OH), 5.49
(d, 1H,J = 8.2 Hz, H), 5.91 (d, 1HJ = 4.1 Hz, H), 7.54-7.70 (m, 4H, 3 x &% He), 8.05-
8.08 (M, 2H, 2 x 9.

RMN *3C (acétone-g 100 MHz) :5 64.8 (G), 71.1, 74.8 (G, C3), 82.4 (G), 91.1 (G),

102.7 (G), 129.5 (CH,®?, 130.3 (CH,™), 134.2, 141.2 (CKH®?, Cy), 151.4 (G), 163.6 (G),
166.6 (C=039).

[a]? :-2.72 €= 0.8, MeOH).

T¢:170°C
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Partie expérimentale

2,3’-Anhydro-5’- O-benzoyl-2'-O-méthylthymidine (190)

Formule brute : GH1gN>Og
BzO

o)
N
M i
K@ Masse molaire : 344

O—Me

A une solution de 2,3’-anhydro-®-benzoyluridinel91 (200 mg ; 0,61 mmol) dans du DMF
(5 mL) agitée sous atmosphere inerte et réfrigeré@C, est ajouté du NaH a 60% de
dispersion dans I'huile (34 mg ; 0,85 mmol ; 1,2.deg milieu réactionnel est agité pendant
1h et du iodométhane (46uL ; 0,73 mmol ; 1,2 éd))eesuite ajouté. Le mélange est agité
pendant 4h a TA. De I'éthanol (10 mL) est ajougémiélange est concentré puis le résidu est
repris dans de I'AcOEt (15 mL) et lavé avec unausoh saturée en NaCl (2 x). La phase
organique est séchée sur MgSQJiltrée et concentrée. Le mélange est purifié par
chromatographie sur colonne en éluant avec un meél&hHCl, / MeOH 30:1. Le produit
désiré est obtenu avec un rendement de 49% (m mgpl

Rf: 0.51 (AcOEt/ EP 9:1, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :5 3.19 (s, 3H, OCH), 4.29-4.32 (m, 1H, b), 4.34-4.41
(m, 2H, Hy, Hy), 4.58 (dd, 2H,) = 4.8, 12.4 Hz, Kl), 4.68 (dd, 1H, = 3.4, 12.4 Hz, k),

5.57 (d, 1HJ = 8.2 Hz, H), 5.91 (d, 1H, = 3.2 Hz, H), 7.53-7.56 (m, 2H, 2 x kF?), 7.65-
7.69 (M, 2H, H,%% He), 8.04-8.07 (m, 2H, 2 x &9).

RMN **C (acétone-g, 100 MHz) :5 27.5 (OCH), 64.6 (G, 70.8, 74.9 (g, Cs), 82.3 (G),

92.3 (G'), 101.8 (@), 129.4 (CH,®), 130.3 (CH,??), 134.2, 139.4 (CH™, Cs), 151.9 (G),
163.0 (G), 166.6 (C=6).

[@]? :-0.86 €=1.0, MeOH).
T¢:109°C

HRMS : m/z[M+H]" Calculée 345.1087 ; Trouvée 345.1084.
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Partie expérimentale

2',5’-Di- O-(tert-butyldiméthylsilyl)-3’-oxouridine (199)

0
(U\NH Formule brute : gHzgN206Si;
TBSQ N/go Masse molaire : 470
o)
o ‘oTss

A une solution d&’,5’-di-O-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine180 (850 mg ; 1,80 mmol) dans
du CHCI, (15 mL) a 0°C, sont successivement ajoutés du(RBmg ; 0,180 mmol ; 0,1 éq),
une solution aqueuse de NaH{£#®5% (6,7 mL), du TEMPO (281 mg ; 1,80 mmol ; ] éq
au goutte a goutte une solution d’eau de Javel,294@n masse de NaOCI (1,7 mL). Le
milieu réactionnel est agité 1h a 0°C puis de latsm d'eau de Javel (0,75 mL) est de
nouveau ajoutée a 0°C. Le milieu est agité 30 nOAG puis 30 min a TA. Aprés séparation,
la phase organique est concentrée sous pressioier@dis purifiée par chromatographie sur
colonne en éluant avec un mélange AcOEt / EP 1i928 quand le produit sort pour donner
un solide blanc avec un rendement de 92% (m = )8 m

R¢: 0.35 (ACOEt/ EP 2:8, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :5 0.04 (s, 3H, CHI®%), 0.10 (s, 6H, 2 x C§®®), 0.13 (s,
3H, CH;'™9), 0.87 (s, 9HIBU™®%), 0.92 (s, 9HIBU™®S), 3.92-4.00 (M, 2H, ki, Hsp), 4.30 (d,
1H,J = 8.0 Hz, H), 4.42-4.44 (m, 1H, k), 5.80 (d, 1H,) = 8.3 Hz, H), 6.26 (d, 1H,) = 8.0
Hz, Hy), 7.85 (d, 1H,) = 8.3 Hz, H), 10.25 (s, 1H, NH).

RMN *3C (acétone-¢ 100 MHz) :§ -5.4 (CH'™™), -5.3 (CH'™®S), -5.0 (CH™®), -4.4
(CH5™®9), 18.9 (Bu™®), 63.9 (G), 78.1 (G), 83.0 (G, 85.7 (G, 104.2 (G), 139.9 (Q),
151.2 (G), 163.1 (G), 209.3 (C=0).

Réf : Hansske, F.; Madej, D.; Robins, M.T&trahedrornl 984 40, 125-135.
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Partie expérimentale

2-(Triphénylphosphoranylidene)acétate d’éthyle

CO.Et Formule brute : &H»0,P
php=" Masse molaire : 348

3

A une solution de PRWh3,14 g; 0,012 mmol) dans du toluéne (8 mL), danibacétate
d’éthyle (1,33 mL ; 0,012 mol ; 1 €q) est ajout@tt® a goutte. Le milieu réactionnel est agité
2h a TA. Le précipité formé est filtré, rincé avde toluéne froid et du cyclohexane. Les
cristaux obtenus sont dissous dans 40 mL d’eaillégs{dissolution difficile). Les impuretés
organiques sont extraites avec de I'éther (2 x)e Solution de soude & 2 motlest alors
ajoutée en goutte a goutte a 0°C jusqu’a atteindreH égal a 9. Les cristaux formés sont
filtrés puis dissous dans 40 mL d’AcOEt. La phasganique est séchée sur MgSfuis
concentrée pour donner le produit désiré sous fatlone solide blanc avec un rendement de
70% (2,94 Q).

R¢: 0.35 (ACOEt / EP 2:8, révélateur 1).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz):§ 1.14 (large signal, 3H, G 2.88 (large signal, 1H, CH),
3.87 (large signal, 2H, G 7.13-7.70 (m, 15H, £).

RMN 3C (CDCl;, 100 MHz):§ 14.9 (CH), 30.9 (CH), 57.9 (Ch), 129.5, 129.6, 132.8,
133.7, 133.8 (CH).

RMN 3P (CDCl;, 162 MHz):5 18.43.

T¢:124°C

247



Partie expérimentale

3’-Désoxy-3’-ethoxycarbonylméthyléne-2’,5’-diO-tert-butyldiméthylsilyluridine (200)

O

Formule brute : &H44N>O;Si
Masse molaire : 540

CO,Et

A une solution de 2’,5-di-Otért-butyldiméthylsilyl)-3’-oxouridinel99 (2,00 g ; 4,26 mmol)
dans du THF anhydre (50 mL), est ajouté a TA dWPERHCQEt (2,20 g ; 5,3 mmol ; 1,5 éq).
Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 3@gnes concentration sous pression
réduite, le milieu est repris dans une solutionrgs en NaHC® La phase aqueuse est lavée
avec de I’AcOEt (3 x). Les phases organiques ralkm® sont séchées sur MgSfitrées et
concentrées. Le milieu est purifié par chromatolgiagur colonne en éluant avec un mélange
AcOEt / EP 1,5:8,5. Le produit désiré est obterusforme d’une huile transparente avec un
rendement de 78% (m = 1,78 g).

R : 0.27 (AcOEt/ EP 2:8, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g, 400 MHz) :8 -0.01 (s, 3H, CK®%), 0.10 (s, 3H, CK®%), 0.11 (s, 3H,
CH;™9), 0.12 (s, 3H, CK®9), 0.92 (s, 9H{BU"®®), 0.93 (s, 9H{BU'™S), 1.28 (1, 3HJ = 7.1
Hz, CH®'"), 3.99 (d, 1H,J = 11.1 Hz, H4), 4.19-4.25 (m, 3H, CH™™ Hsy,), 4.78 (d, 1H,J =

7.8 Hz, B), 5.36 (s, 1H, C=CH), 5.77 (d, 18,= 8.3 Hz, H), 5.92-5.95 (m, 2H, K, Hs),

7.96 (d, 1H,J = 8.3 Hz, H), 10.23 (s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g, 100 MHz) :5 -4.6 (CH'®), -4.4 (CH'®%), 14.7 (CH), 21.0 (Bu™9),

60.7 (OCH), 61.3 (G), 77.7 (G), 80.9 (=CH), 86.4 (€/Cx), 104.0 (G), 114.6 (G/Cs),
140.2 (Q), 151.6 (Q), 160.4 (G), 163.3 (G), 165.7 (CE™).

[@]? :+39.5 €=1.1, Acétone).
Ty : 147°C

Réf : Peterson, M. A.; Nilsson, B. L.; Sarker, S.; Damsski, B.; Zhan, W.; Robins, M. J.
Org. Chem1999 64, 8183-8192.
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Partie expérimentale

3’-Désoxy-3’-méthylene-2’,5'-diO-(tert-butyldiméthylsilyl)uridine (201)

O

fj\ NH Formule brute : &H4oN>OsSi,
TBSO /§ Masse molaire : 468

‘OoTBS

A une solution de PRR'CHs;, Br™ (1,48 g ; 4,15 mmol ; 2,6 éq) dans du THF anhyéra
mL), est ajoutée sous atmosphere inerte et a 0¥Csotution detBuOK (466 mg ; 4,15
mmol ; 2,6 éq) dans du THF anhydre (1,8 mL). Laauiféactionnel jaune est laissé revenir a
TA puis il est agité pendant 30 min. Une soluti@n2],5'-di-O-(tert-butyldiméthylsilyl)-3'-
oxouridine 199 (750 mg ; 1,60 mmol; 1 éq) dans du THF anhydr® (BL) est ensuite
ajoutée a 0°C. Le milieu, prenant une couleur oggmgs brune est agité a TA pendant 2h20.
De I'eau (20 mL) est ensuite ajoutée et la phasewasp est extraite avec de ’AcOEt (3 x).
Les phases organiques rassemblées sont séchéddgSay, filtrées et concentrées. Le
mélange est purifié par chromatographie sur col@méluant avec un mélange AcOEt / EP
1,5:8,5. Le produit est obtenu sous forme d’'unéehiégérement jaune avec un rendement de
71% (m =523 mg).

R¢ : 0.30 (AcOEt / EP 2:8, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :5 -0.06 (s, 3H, CK %), 0.04 (s, 3H, CE®%), 0.06 (s, 3H,
CH5"™9), 0.08 (s, 3H, CH®S), 0.85 (s, 9H{BU™®®), 0.89 (s, 9HBU™™%), 3.79 (dd, 1H,] =

2.3, 11.0 Hz, B,), 3.92 (dd, 1H,) = 2.7, 11.0 Hz, k), 4.63-4.68 (m, 2H, bl et Hy), 5.19-
5.22 (m, 2H, =CH), 5.66 (d, 1H,) = 8.3 Hz, H), 5.87 (d, 1H,]) = 6.9 Hz, H), 7.89 (d, 1H,

= 8.3 Hz, H), 10.19 (s, 1H, NH).

RMN *3C (acétone-¢ 100 MHz) :§ -5.1 (CH'®), -4.7 (CH'™S), -4.5 (CH™®), -4.4

(CH5'®9), 18.6 (Bu'™®®), 19.1 (Bu'™), 67.2 (G), 77.2, 81.9 (&, Cs), 88.1 (G'), 103.5 (@),
108.8 (=CH)), 140.8 (G), 148.7 (G), 151.6 (G), 163.5 (G).

[a]?’ :+64.7 €= 1.4, Acétone).

Réf : Wingvist, A.; Stromberg, Reur. J. Org. Chen2001, 4305-4311.
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Partie expérimentale

3’-Désoxy-3’-ethoxycarbonylméthyl-2"O-tert-butyldiméthylsilyluridine (203)

0
ﬁNH Formule brute : GH3,N,0;Si
HO k Masse molaire : 429

‘OTBS
CO,Et

A une solution d&02 (1,80 g ; 3,3 mmol) dans du MeOH (45 mL), est &alit Pd/C activé

a 10% en masse (178 mg ; 0,166 mmol ; 0,05 ég¢ ¢AdOH (435 pL ; 1% par rapport au
volume de solvant). Le milieu réactionnel est agibéis atmosphere de dihydrogéne a TA
pendant 36 h. Puis, le milieu est filtré sur céétele filtrat est concentré. Le mélange est
purifié par chromatographie sur colonne en éluastales mélanges AcOEt / EP 3:7 puis
6,5:3,5. Le produit, sous forme de cristaux beigespbtenu avec un rendement de 79% (m =
1,12 g).

R¢ : 0.30 (AcOEt/ EP 7:3, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :8 0.04 (s, 3H, CKl®%), 0.20 (s, 3H, CHI®), 0.86 (s, 9H,
tBu'™%), 1.16 (t, 3HJ = 7.1 Hz, CH*™'%), 2.40 (d, 1H,) = 12.4 Hz, CHCO), 2.53 (d, 1HJ =
12.4 Hz, CHCO), 2.56-2.59 (m, 1H, ), 3.75 (m, 1H, H), 3.94-3.99 (M, 2H, kk, Hsy),
4.04 (q, 2HJ = 7.1 Hz, CH*"), 4.35 (t, 1HJ = 5.1 Hz, OH), 4.46 (d, 1H, = 3.7 Hz, H),
5.49 (d, 1H,J = 8.2 Hz, H), 5.63 (s, 1H, H), 8.28 (d, 1H,) = 8.2 Hz, H), 10.06 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-¢ 100 MHz) :§ -5.41 (CH'™®), -4.05 (CH'®), 14.2 (CH™"), 18.7

(tBu'™®), 26.3 (CH), 38.1 (G), 60.8, 61.1 (CLf*™ Cs), 79.0 (G), 85.7 (G, 92.3 (G),
101.5 (G), 141.2 (G), 151.5 (G), 164.0 (G), 172.6 (C=0).

[@]?’ :+51.5 €= 1.4, Acétone).
T¢: 149°C

Réf : Peterson, M. A.; Nilsson, B. L.; Sarker, S.; Datmsski, B.; Zhan, W.; Robins, M. J.
Org. Chem1999 64, 8183-8192.
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Partie expérimentale

3’-Carboxymethyl-3’-désoxyuridine-2’,3’-lactone (21)

(wNH Formule brute : GH1,N»0g
HO /§ Masse molaire : 268

A une solution d203 (50 mg ; 0,117 mmol) dans du DMF anhydre (1 mbptsjoutés a TA
de la PPk (62 mg; 0,235 mmol ; 2 éq) et du GEF8 mg ; 0,235 mmol ; 2 éq). Le milieu
réactionnel légerement jaune est agité pendant. 3byha formation d’'un nouveau produit
mais il reste beaucoup de produit de départ. Leiftdge du milieu a 90°C pendant 6h
consomme entiéerement le produit de départ pourdomnm autre produit plus polaire que le
premier produit qui s'était formé. Le mélange ettédavec du MeOH puis concentré avant
d’étre purifié par chromatographie sur colonne lelaré avec de I’AcOEt pur. La lactone est
obtenu sous forme d’'une huile avec un rendemeB6&e(m = 21 mg).

R¢: 0.23 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g, 400 MHz) :8 2.48 (d, 1H,) = 18.3 Hz, CHCO), 2.86 (dd, 1HJ = 8.5,
18.3 Hz, CHCO), 3.37 (q, 1H,) = 8.7 Hz, H), 3.78-3.84 (m, 1H, k&), 3.90-3.95 (m, 1H,
Hsb), 3.99-4.08 (m, 1H, k), 4.24 (t, 1HJ = 5.5 Hz, OH), 5.19 (dd, 1H,= 0.9, 6.8 Hz, ),
5.59 (d, 1H, = 8.0 Hz, H), 5.96 (d, 1H,) = 0.9 Hz, H'), 7.81 (d, 1H,) = 8.0 Hz, H), 10.12
(s, 1H, NH).

RMN C (acétone-g, 100 MHz) :5 32.5 (CHCO), 40.0 (G), 62.1 (G), 87.4 (G), 88.7
(C2), 91.9 (G), 102.0 (G), 142.3 (), 151.2 (G), 163.3 (G), 175.6 (C=0).

Réf : Peterson, M. A.; Nilsson, B. L.; Sarker, S.; Dammsski, B.; Zhan, W.; Robins, M. J.
Org. Chem1999 64, 8183-8192.
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Partie expérimentale

5’-Bromo-3’,5’-didésoxy-3’-éthoxycarbonylméthyl-2’-O-tert-butyldiméthylsilyluridine
(209)

Masse molaire : 490

@ Formule brute : @H31BrN>OgSi

N
ﬁ O
S “otss
\
CO,Et

A une solution d203 (320 mg ; 0,748 mmol) dans du DMF (25 mL), sonuggs a 0°C de la
PPh (686 mg ; 2,62 mmol ; 3,5 €q) et de la NBS (333;rig87 mmol ; 2,5 éq). Le milieu
réactionnel prend une couleur jaune. Il est lares@nir a TA puis chauffé a 50°C pendant
une nuit. Le mélange est concentré puis repris damsiélange de NaHGGsaturée et
d’AcOEt. Aprés séparation, la phase aqueuse esaiextavec de I'AcOEt. Les phases
organiques rassemblées sont séchées sur W dJgB@Ees et concentrées. Le mélange est
purifié par chromatographie sur colonne en éluastales mélanges AcOEt / EP 1:9 puis
3,5:6,5. Le produit est obtenu sous forme d’unéehvansparente avec un rendement de 40%
(m = 148 mg).

R¢: 0.61 (AcOEt/ EP 6:4, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.08 (s, 3H, CKl®), 0.19 (s, 3H, CH®%), 0.91 (s, 9H,
tBu'%), 1.21 (t, 3HJ = 7.3 Hz, CH™"), 2.49-2.71 (m, 3H, K et CH), 3.82 (dd, 1H,) =

5.9, 11.5 Hz, K.), 3.96 (dd, 1H,]) = 2.9, 11.5 Hz, kk), 4.11 (g, 2HJ = 7.3 Hz, CH™'),

4.22-4.26 (m, 1H, k), 4.63 (dd, 1HJ = 1.8, 5.0 Hz, Hl), 5.66 (d, 1H,J = 8.2 Hz, H), 5.77
(d, 1H,J=1.8 Hz, H'), 7.80 (d, 1H,) = 8.2 Hz, H), 10.12 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-g, 100 MHz) :5 -5.3 (CH'™®®), -4.2 (CH'®%), 14.6 (CH®™"), 26.3, 30.5
(CHy, C3), 34.9 (G), 61.2 (CH™"), 78.4 (G), 83.1 (G), 92.5 (G), 101.4 (G), 140.8 (@),
151.5 (G), 164.0 (G), 172.6 (C=0).

[a]? :+38.1€=0.8, Acétone).
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Partie expérimentale

3’,5’-Didésoxy-3’-ethoxycarbonylméthyl-5’-iodo-2'-O-tert-butyldiméthylsilyluridine
(212)

ﬁNH Formule brute : GHs1IN2O6Si
| /§ Masse molaire : 538

‘oTBS
CO,Et

A une solution d€03 (100 mg ; 0,234 mmol) dans du DMF (1,0 mL), sgoutés a 0°C de

la PPh (220 mg; 0,818 mmol ; 3,5 éq) et de la NIS (148 ;n9,594 mmol ; 2,5 éq). Le
milieu réactionnel prend une couleur jaune. Il laggsé revenir a TA puis chauffé a 50°C
pendant une nuit. Le mélange est concentré puissrédans un mélange de NaHg€aturée

et d’AcOEt. Apres séparation, la phase aqueusedstite avec de I'AcOEt. Les phases
organiques rassemblées sont séchées sur W JgB@Ees et concentrées. Le mélange est
purifié par chromatographie sur colonne en éluastales mélanges AcOEt / EP 1:9 puis
3,5:6,5. Le produit est obtenu sous forme d’'undehjaune avec un rendement de 74% (m =
92 mg).

R¢ : 0.65 (AcOEt / EP 6:4, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.06 (s, 3H, CKl®), 0.16 (s, 3H, CH®%), 0.89 (s, 9H,
tBu'™%), 1.20 (t, 3H,J = 7.3 Hz, CH™"®), 2.37-2.44 (m, 1H, k), 2.54-2.70 (m, 2H, CH),
3.55 (dd, 1H,J = 7.3, 12.5 Hz, kl,), 3.74 (dd, 1H, = 2.9, 12.5 Hz, k), 3.96-4.00 (m, 1H,
Hx), 4.10 (g, 2H,) = 7.3 Hz, CH*'), 4.64 (dd, 1HJ = 1.8, 5.5 Hz, K), 5.65 (d, 1H,) = 8.2
Hz, He), 5.76 (d, 1H,) = 1.8 Hz, H'), 7.75 (d, 1H, = 8.2 Hz, H), 10.11 (s, 1H, NH).

RMN °C (acétone-g 100 MHz) :3 -5.3 (CH™), -4.2 (CH'™), 7.8 (G), 14.6 (CH™"),

26.3 (Bu'®), 29.4, 30.5 (Ch), 44.9 (G), 61.2 (CH*"), 78.7 (G), 83.1 (G), 92.5 (G),
102.7 (G), 140.1 (G), 151.4 (G), 163.4 (G), 172.4 (C=0).

[@]2 :+79.2 €=1.0, Acétone).

Réf : Peterson, M. A.; Nilsson, B. L.; Sarker, S.; Datsski, B.; Zhang, W.; Robins, M. J.
J. Org. Chem1999 64, 8183-8192.
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Partie expérimentale

3’-Désoxy-3’-ethoxycarbonylméthyl-5"O-(N-tert-butoxycarbonyl)amino-2’-O-tert-
butyldiméthylsilyluridine (213)

o)
ﬁNH Formule brute : &H41N3OgSi
BocNHO N/go Masse molaire : 543
0
“oTBS
CO,Et

A une solution de212 (873 mg; 1,63 mmol) et de BocNHOH (867 mg ; 6ol ; 4 éq)
dans du CKCl, (10 mL), est ajoutée doucement a 0°C de la DBY6(IL ; 9,77 mmol ; 6
€q). Le milieu réactionnel est agité a TA pendarg nuit avant d’étre concentré. Il est repris
dans de I'AcOEt et lavé avec de I'eau puis avec swiation saturée en NaCl. La phase
organique est seéchée sur MgSQiltrée et concentrée. Le mélange est purifié par
chromatographie sur colonne en éluant avec un meél&cOEt / EP 4:6. Le produit est
obtenu sous forme d’une huile incolore avec uneemeht de 65% (m = 572 mg).

R : 0.75 (ACOEt/ EP 6:4 , révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.07 (s, 3H, CKl®), 0.21 (s, 3H, CH®%), 0.89 (s, 9H,
tBu'™%), 1.18 (t, 3H,J = 7.3 Hz, CH™"), 1.43 (s, 9H{BU"®), 2.52-2.58 (m, 3H, CH Ha),

4.06-4.13 (m, 3H, CH™" Hs,), 4.16-4.19 (m, 1H, ki), 4.25 (dd, 1H,) = 1.8, 11.0 Hz, ki),

4.51-4.54 (m, 1H, b), 5.53 (d, 1H,J = 8.2 Hz, H), 5.64 (m, 1H, H), 8.12 (d, 1HJ = 8.2
Hz, Hs), 9.20 (s, 1H, NE"), 10.05 (s, 1H, NH).

RMN *C (acétone-g, 100 MHz) :5 -5.4 (CH'®%), -4.0 (CH'®S), 14.6 (Bu'®®), 29.4, 30.7
(CH,, tBUP®), 38.6 (G), 61.1 (CH®™"), 75.3 (G), 78.4 (G), 82.9 (G), 92.7 (G), 101.8
(Cs), 141.3 (G), 151.5 (G), 157.7 (C=3), 163.9 (G), 172.4 (C=G"").

[@]? :+56.5€=1.1, Acétone).
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Partie expérimentale

5’-O-Diméthoxytrityluridine (219)

o)
(wNH Formule brute : GH3oN»06Siy
DMTO N/go Masse molaire : 546
o
HO  OH

A une solution d’'uridine (500 mg ; 2,05 mmol) dahs THF anhydre (60 mL), sont ajoutés
de la pyridine (827 pL ; 10,25 mmol ; 5 éq), du AN348 mg ; 2,05 mmol ; 1 éq) puis du
DMTCI (694 mg ; 2,05 mmol ; 1 éqg). Le milieu esitadglh a TA avant d’étre filtré sur célite.
Une solution saturée en NaHg®©st ajouté au filtrat puis la phase aqueuse dstiexavec
du CHCI,. Les phases organiques rassemblées sont séchéeblg80,, filtrées et
concentrées. Le mélange est purifié par chromabbggasur colonne en é€luant avec des
mélanges AcOEt / EP 8:2 (et quelgues gouttes d@N)Etuis AcCOEt / MeOH 98:2 (et
guelques gouttes dedif). Le produit désiré est obtenu sous forme d’umdedlanc avec un
rendement de 64% (m = 714 mg).

R¢ : 0.83 (CHCI, / MeOH 8:2, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :5 3.41-3.49 (m, 1H, kb, Hsp), 3.78 (s, 6H, 2 x OCHM),
4.10-4.14 (m, 1H, &), 4.32-4.34 (m, 1H, b), 4.35 (S, 1H, OH), 4.43-4.46 (m, 1HgH 4.75
(s, 1H, OH), 5.28 (d, 1H]= 8.3 Hz, H), 5.90 (d, 1HJ = 4.0 Hz, H), 7.84 (d, 1HJ = 8.3
Hz, He), 6.88-7.46 (m, 13H, 13 xAJ, 10.00 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-g, 100 MHz) :5 55.6 (OCH"™T), 63.9 (G), 71.1 (G), 75.5 (G), 84.2
(Cs), 87.6 (G), 90.5 (G), 102.5 (CH,°M"), 114.2 (CH,°MT"), 127.9 (CH,”M), 128.9
(CHA"MT), 129.2 (CH,PMT), 131.2 (CH,"MT), 136.4 (G,°M7), 136.6 (G,°MT), 141.3 (@),
146.0 (G), 159.8 (G).

Réf : Hakimelahi, G. H.; Proba, Z. A.; Ogilvie, K. ICan. J. Chem1982 60, 1106-1113.
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Partie expérimentale

3’-Oxo0-2'-O-tert-butyldiméthylsilyluridine (222)

o]

NH Formule brute : GH>4N,OgSi
| )
/g Masse molaire : 356
e
0 ,,/OTBS

A une solution del99 (100 mg; 0,213 mmol) dans du THF (2 mL), est &oa 0°C une
solution aqueuse de TFA 1:1 (1,34 mL). Le mélarggetionnel est agité a 0°C et suivi par
CCM. La réaction est arrétée au bout de 4h. Leemitiéactionnel est neutralisé avec une
solution saturée en NaHGGaturée puis dilué avec de I'AcOEt. Aprés sépamatia phase
agueuse est extraite avec de 'AcOEt (2 x). Lesspbarganiques rassemblées sont séchées
sur MgSQ, filtrées et concentrées. Le produit désiré estrab avec un rendement de 78%
(m =59 mg) suffisamment pur pour étre ensuitesétisans purification.

R : 0.19 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.06 (s, 3H, CKl®), 0.18 (s, 3H, CH®%), 0.93 (s, 9H,
'Bu™), 3.79-3.90 (M, 2H, kb, Hsy), 4.35-4.37 (m, 1H, ki), 4.50-4.55 (m, 1H, ), 5.59 (s,
1H, OH), 5.76-5.78 (m, 1H, ) 6.17-6.23 (m, 1H, H), 7.96-8.02 (m, 1H, k), 10.29 (s, 1H,
NH).

RMN °C (acétone-g¢ 100 MHz) :8 -4.7 (CH'®®), -4.5 (CH'®®), 26.1 (Bu'™>), 61.2 (G),
76.4 (G), 82.5 (G), 85.6 (G)), 103.2 (G), 140.2 (G), 150.8 (G), 162.4 (G), 208.8 (C=0).

Réf.: Jung, P. M. J.; Burger, A.; Biellmann, J.J-Org. Chem1997, 62, 8309-8314.
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Partie expérimentale

3’-Désoxy-3’-méthylene-2’'O-tert-butyldiméthylsilyluridine (223)

EJ\NH Formule brute : gH2sN>OsSi
HO /§ Masse molaire : 354

‘oTBS

A une solution de201 (2,67 g; 0,0754 mol) dans du THF (50 mL), esutjoa 0°C une
solution aqueuse de TFA 1:1 (50 mL). Le mélangeti@anel est agité a 0°C et est suivi par
CCM. Avant déprotection du groupement TBS en 2’rdaction est arrétée, c'est-a-dire au
bout de 2h méme si tout le produit de départ mast consommé. Le milieu réactionnel est
neutralisé avec une solution saturée en Nagi€x@urée (400 mL) puis dilué avec de I'AcOEt
(300 mL). Aprés séparation, la phase aqueuse &stitexavec de I'’AcOEt (2 x). Les phases
organiques rassemblées sont séchées sur W g8i@Ees et concentrées. Le mélange est
purifié par chromatographie sur colonne en éluaricaun mélange AcOEt / EP 2,5:7,5
jusqu’a obtenir ce qui reste de produit de déepBse4, m = 405 mg). En éluant avec un
mélange AcOEt / EP 6:4, le prod#23 est obtenu sous forme d’'un solide blanc avec un
rendement de 65% (m = 1,32 g).

R¢ : 0.20 (AcOEt / EP 6:4, révélateur 1).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) :5 0.00 (s, 3H, CHI®%), 0.10 (s, 3H, CHI®), 0.90 (s, 9H,
'Bu™9), 2.64 (s, 1H, OH), 3.74 (dd, 18~ 3.0, 11.8 Hz, ), 3.97 (dd, 1HJ = 2.7, 11.8 Hz,
Hsp), 4.72-4.73 (m, 1H, ki), 4.91-4.93 (m, 1H, b, 5.21-5.32 (m, 2H, =C}), 5.52 (d, 1H,
=8.2 Hz, H), 5.79 (d, 1HJ) = 6.8 Hz, H), 7.52 (d, 1H,) = 8.2 Hz, H), 8.41 (1H, s, NH).

RMN **C (CDCls, 100 MHz) :5 -4.7 (CH'®), -4.5 (CH™%), 26.1 (Bu'®®), 65.5 (G), 76.6
(C2), 82.2 (G), 89.1 (G), 103.4 (G), 108.9 (=CH), 141.6 (G), 148.9 (G), 163.4 (G).

[a]? : +37.7 €=0.9, Acétone).

T¢:107°C
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Partie expérimentale

3’-Désoxy-5"-0O-diméthoxytrityl-3’-méthyleéne-2’- O-tert-butyldiméthylsilyluridine (228)

ﬁNH Formule brute : ¢H4N,0;Si
DMTO /§ Masse molaire : 656

‘oTBS

A un mélange d&23 (300 mg; 0,847 mmol) et de 30; (313 mg; 4,24 mmol ; 5 €q)
préalablement séchés dans le dessiccateur contBs@niet placé sous vide une nuit, est
ajouté du THF anhydre (3 mL). Le mélange est clgaaf80°C pendant 30 min. Le mélange
trouble est laissé revenir a TA puis de la DIPERAQ4L ; 2,54 mmol ; 3 éq) est ajoutée. Puis,
2 éq de DMT, BF4 sont ajoutés par portion de 0,25 éq (664 mg ; InAtl) toutes les 30
min. Le milieu réactionnel est ensuite agité a Tehgant une nuit. Puis, 0,5 éq de DMT
BF, est ajouté en deux fois séparées de 30 min. Langeélréactionnel est agité pendant 24h.
Il est ensuite dilué dans du @El,, lavé avec une solution saturée en NaHQiis avec de
I'eau et avec une solution saturée en NaCl. Laglaganique est séchée sur MgSiitree

et concentrée. Le mélange est purifié par chromapdge sur colonne en éluant avec des
mélanges AcOEt / EP 2:8 puis 3:7. Le produit esemb sous forme d’'une huile incolore
avec un rendement de 83% (m = 461 mg).

R¢: 0.47 (AcOEt / EP 4:6, révélateur 1).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :8 0.07 (s, 3H, CKl®%), 0.18 (s, 3H, CHI®9), 0.93 (s, 9H,
tBu'®), 3.31 (dd, 1HJ = 2.7, 10.5 Hz, K), 3.51 (dd, 1H,) = 2.9, 10.5 Hz, kk), 3.79 (s,
6H, 2 x OCH"M"), 4.80-4.82 (m, 1H, k), 4.96-4.99 (m, 1H, b)), 5.27-5.38 (m, 3H, =CH

Hs), 5.88 (d, 1HJ = 6.9 Hz, H), 6.90-6.92 (m, 4H, 4 x '), 7.24-7.35 (m, 7H, 7 x &),

7.46-7.48 (m, 2H, 2 x &', 7.84 (d, 1H,) = 8.3 Hz, K), 10.09 (s, 1H, NH).

RMN 'C (acétone-g 100 MHz) :6 -4.7 (CH'™S), -4.5 (CH™™®), 26.1 (Bu'™®®), 55.6
(OCH"M), 67.2 (G), 76.9 (G), 80.3 (G), 88.2 (G), 103.3 (G), 109.4 (=CH)), 114.1
(CHAMT), 126.9 (CH,”MT), 127.9 (CH,°MT), 128.1 (CH,°MT), 130.1 (CH,°MT), 130.2
(CHA"MT), 135.2 (G,°MT), 135.4 (G,°MT), 141.0 (@), 145.1 (Cq), 145.8 (Cq), 151.64C
163.2 (G).

[@]? :+61.4 €=1.1, Acétone).
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Partie expérimentale

3’-Désoxy-5"-0O-diméthoxytrityl-3’-éthoxycarbonylméthyl-2’- O-tert-butyldiméthyl
silyluridine (221)

0
(U\NH Formule brute : GHsoN,OgSi
DMTO N/go Masse molaire : 730
o}
“oTBS
CO,Et
Méthode A:

A du compos&03(300 mg ; 0,704 mmol) précédemment co-évaporé deda pyridine (2 x

5 mL), sont ajoutés de la pyridine (4 mL), de la BR®1(26 mg ; 0,211 mmol ; 0,3 éq) et du
DMTCI (310 mg; 0,915 mmol; 1,2 éq). Le milieu c&annel est ajouté 72h a TA.La
réaction étant incompléte, du DMTCI (477 mg ; 1,480l ; 2 éq) et de la DMAP (172 mg ;
1,408 mmol ; 2 éq) sont de nouveau ajoutés. Apddésdagitation, le milieu est concentré
puis repris dans de I'AcOEt. La phase organiquelagte avec une solution saturée en
NaHCG; puis avec une solution saturée en NaCl, séchéklg860),, filtrée et concentrée. Le
mélange est purifié par chromatographie sur col@méluant avec des mélanges AcOEt / EP
2:8 puis 3:7 contenant 0,5% deslft Le produit est obtenu avec un rendement de % (
396 mg) sous forme d’une huile incolore.

Méthode B :

A un mélange de03 (300 mg; 0,704 mmol) et de J40O; (260 mg ; 3,52 mmol ; 5 éq)
préalablement séchés dans le dessiccateur contBs@niet placé sous vide une nuit, est
ajouté du THF anhydre (3 mL). Le mélange est clgaaf80°C pendant 30 min. Le mélange
trouble est laissé revenir a TA puis de la DIPERAQ4L ; 2,54 mmol ; 3 éq) est ajoutée. Puis,
2 éq de DMT, BF4 sont ajoutés par portion de 0,25 éq (552 mg ; in4tol) toutes les 30
min. Le milieu réactionnel est ensuite agité a Tehgant une nuit. Puis, 0,5 éq de DMT
BF, est ajouté en deux fois séparées de 30 min. Langeélréactionnel est agité pendant 24h.
Il est ensuite dilué dans du @El,, lavé avec une solution saturée en NaRHQiis avec de
I'eau et avec une solution saturée en NaCl. Laglbaganique est séchée sur MgSitree

et concentrée. Le mélange est purifié par chromapdge sur colonne en éluant avec des
mélanges AcOEt / EP 2:8 puis 3:7 contenant 0,5%:tgNd. Le produit est obtenu avec un
rendement de 77% (m = 396 mg) sous forme d’une lmdolore.

Rf: 0.33 (AcOEt / EP 4:6, révélateur 1).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :8 0.03 (s, 3H, CKl®%), 0.19 (s, 3H, CHI®9), 0.81 (s, 9H,
tBu'™%), 1.13 (t, 3HJ = 7.3 Hz, CH™'"), 2.06-2.13 (m, 2H, CHCO), 2.51 (dd, 1HJ = 7.1,
16.6 Hz, CH), 2.66-2.72 (m, 1H, ki), 3.42 (dd, 1H,) = 3.2, 11.4 Hz, ), 3.70 (dd, 1H, =
2.0, 11.4 Hz, Ig,), 3.78 (s, 6H, 2 x OCHM"), 4.03-4.11 (m, 3H, et CH™"), 4.53 (dd,
1H,J = 0.5, 4.6 Hz, K), 5.19 (d, 1H,) = 8.2 Hz, H), 5.72 (d, 1HJ = 0.5 Hz, H"), 6.90-6.94
(m, 4H, Hy"MT), 7.25-7.38 (m, 7H, 7 x K°™7), 7.48-7.50 (m, 2H, K°™7), 8.14 (d, 1H,J =
8.2 Hz, H), 10.01 (s, 1H, NH).

RMN *°C (acétone-g 100 MHz) :8 -6.3 (CH'®S), -4.9 (CH™®), 13.7 (CH™'"), 18.7
(tBu'®%), 25.5 (CH), 38.3 (G), 54.8 (OCH"™"), 60.2 (CH*'%), 61.6 (G), 77.8 (G), 83.2

259



Partie expérimentale

(Cs), 87.0 (G,°MT) , 91.6 (G), 101.0 (G), 113.2 (CH,°MT), 127.0 (CH,"M"), 128.0
(CHA"MT), 128.2 (CH,MT), 130.2 (CH,"™T), 130.3 (CH,”M"), 135.5 (G,"M), 140.1 (@),
145.0 (Cq), 150.5 (£, 158.9 (Cq), 162.9 (§, 171.4 (C=0).

[a]? :+24.5€6=0.9, Acétone).
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Partie expérimentale

3’-Carboxyméthyl-3’-désoxy-2'-O-tert-butyldiméthylsilyluridine (230)

0
fJ\NH Formule brute : GH»sN,0O;Si
HO Nko Masse molaire : 400
~
\ “oTBS
CO.H

A une solution d203(100 mg ; 0,234 mmol) dans du MeOH (2 mL), est &alu LiOH (12
mg ; 0,52 mmol ; 2,2 éq). Le milieu réactionnel agité pendant 3 jours a TA. Il est ensuite
neutralisé avec de la résiné puis le mélange est filtré et rincé avec du Me@Qeél produit
brut est obtenu avec un rendement de 98% (m = 92 mg

R : 0.11 (CHCI, / MeOH 9:1, révélateur 1).

RMN *H (méthanol-d, 400 MHz) :5 0.00 (s, 3H, CK®%), 0.14 (s, 3H, CE®%), 0.84 (s, 9H,
tBu'®%), 2.34-2.40 (m, 2H, CKO0), 2.54-2.57 (m, 1H, 4), 3.70-3.73 (m, 1H, k), 3.98-4.03
(m, 2H, Hya, Hsp), 4.28-4.30 (m, 1H, b)), 5.55 (d, 1HJ = 8.2 Hz, H), 5.60-5.64 (m, 1H,
H1), 8.30 (d, 1H,) = 8.2 Hz, H), 9.50 (s, 1H, OH), 10.00 (s, 1H, NH).
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Partie expérimentale

3’-Carboxyméthyl-3’-désoxy-5-O-diméthoxytrityl-2’- O-tert-butyldiméthylsilyluridine
(217)

(U\NH Formule brute : gHsc09N,Si
DMTO /§ Masse molaire : 702

A une solution d21 (100 mg ; 0,137 mmol) dans du MeOH (2 mL), est &alu LiOH (7
mg ; 0,275 mmol ; 2 éq). Le milieu réactionnel a&gité pendant 3 jours a TA. Il est ensuite
neutralisé a l'aide d’'une solution saturée en,8lHouis extrait avec de I'AcOEt (3 x). Les
phases organiques rassemblées sont séchées sur,Mifg&@s et concentrées. Le produit
brut est obtenu sous forme d’un solide jaune aveendement de 100% (m = 100 mg).

R¢: 0.47 (AcOEt / EP 6:4, révélateur 1).

RMN *H (acétone-g 400 MHz) :8 0.11 (s, 3H, CKl®), 0.24 (s, 3H, CH®5), 0.91 (s, 9H,
tBu'™%), 2.65-2.69 (m, 1H, ki), 3.44 (dd, 1HJ) = 2.5, 11.5 Hz, ), 3.68 (dd, 1H,]) = 2.5,
12.5 Hz, Hy), 3.79 (s, 6H, 2 x OCHMT), 4.01-4.06 (m, 3H, i, CHy), 4.56 (dd, 1HJ = 0.5,
4.6 Hz, H), 5.22 (d, 1H,) = 8.3 Hz, H), 5.72 (d, 1H,J = 0.5 Hz, H'), 6.91-7.49 (m, 13H, 13
x Ha'"MT), 8.14 (d, 1H, = 8.3 Hz, H), 10.09 (s, 1H, NH).

RMN C (acétone-g, 100 MHz) :8 -5.3 (CH'®®), -4.1 (CH'®®), 26.4 (Bu'™®), 39.3 (G),
55.6 (OCH"M"), 60.6 (CHCO), 62.5 (), 78.7 (G), 84.1 (G), 92.5 (G, 101.9 (G),
114.2 (CH,"M"), 127.0 (CH,"M"), 128.0 (CH,°M"), 128.2 (CH,"M"), 130.2 (CH,°MT),
130.3 (CH,”™T), 135.5 (G,°M7), 141.0 (G), 151.4 (G), 163.8 (G).

Tf : 84°C
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Partie expérimentale

3-(2',3",4’,6’-Tetra- O-benzyl-a-D-glucopyranosyl)propan-1,2-diol (236a et 236b)

OBn
0
Bgﬁo Formule brute : &H0;
OBn Masse molaire : 598

OH
OH

A une solution d32 (2,999 ; 5,3 mmol) dans un mélange acétongd H-BuOH (5:5:2, 36
mL), sont ajoutés du NMO (812 mg ; 6,9 mmol ; 1g3 ét une solution a 4% de Os@ans

du t-BuOH (300puL ; 0,05 éq). Aprés 36h d’agitation a TA, du bigelfde sodium (1,51 g)
eest ajouté. Le mélange est agité pendant 2h pdisali (~15 mL) est ajoutée pour dissoudre
le précipité et la phase aqueuse est extraite deetAcOEL (3 x). Les phases organiques
rassemblées sont lavées avec uns solution de HCpild avec de I'bD et enfin avec une
solution saturée en NaCl. Elles sont ensuite séchae MgSQ, filtrées et concentrées. Le
mélange obtenu est purifié par chromatographiecslonne en éluant avec un mélange
CH.Cl, / MeOH 99:1 puis 98:2 quand le second isomere mart L'isomere (R)236a est
obtenu pur sous forme d’un solide blanc avec udeerent de 24% (m = 0,76 g) et I'isomére
(S) 236b également sous forme d’un solide blanc avec uderaent de 27% (m = 0,85 g). Un
mélange des deux isomeéres est aussi obtenu a hdetd0% (m = 1,25 Q).

Mélange des deux isomeéres:
R¢ : 0.56 (CHCI, / MeOH 22:1, révélateur 1).

RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) :6 1.78-1.92 (m, 2H, b, Hap), 3.48-3.82 (m, 9H, H, Hip, H,
Hy, Ha, Hs, Hs, Hea Heb), 4.33-4.25 (m, 1H, i), 4.43-4.53 (m, 2H, 2 x @H-Ph), 4.58
(d, 1H,J = 12.4 Hz, OCH-Ph), 4.64 (d, 1H) = 11.5 Hz, OEH-Ph), 4.71 (d, 1H) = 11.5 Hz,
O-CH-Ph), 4.77 (d, 1H) = 8.2 Hz, OCH-Ph), 4.79 (d, 1HJ = 8.2 Hz, OCH-Ph), 7.25-7.33
(m, 20H, 20 x H,°").

RMN *°C (CDCl;, 100 MHz) :8 28.9 (G), 66.7 (G), 69.2, 69.6, (§ Cs), 71.2, (G), 73.5
(O-CH,-Ph), 73.6 (OSH,-Ph), 75.0 (OSH,-Ph), 75.5 (OEH,-Ph), 71.9, 78.1, 79.5, 82.1
(C», Cs, Cs, Cs), 86.8 (Cq), 128.0, 128.5, 128.6 (&), 137.7 (Cq), 137.9 (Cq).

Réf : Gurjar, M. K.; Mainkar, A. S.; Syamala, Metrahedron Asymmetr§993 4, 2343-
2346.
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Partie expérimentale

3-(2',3",4’,6'-Tetra- O-benzyl-a-D-glucopyranosyl)-1-O-trityl-propan-1,2-diol (237 et 238)

OBn
o}
Bgﬁo Formule brute : gHsc0;
OBn Masse molaire : 840

OTr
OH

A une solution d&36b (704 mg ; 1,17 mmol) dans du gEl, anhydre (7 mL)préparée sous
atmosphére inerte, sont ajoutés de ENEB35uL ; 2,38 mmol ; 2 €q) et du TrCl (396 mg ;
1,42 mmol ; 1,2 éq). Le milieu réactionnel est @giendant 48h a TA. Il est concentré puis
repris dans un mélange AcOEt /M La phase aqueuse est extraite avec de I'AcOK) (2
puis les phases organiques rassemblées sont av@esine solution saturée en NaCl, séchées
sur MgSQ, filtrées et concentrées. Le mélange obtenu esfi@par chromatographie sur
colonne en éluant avec un mélange EP / AcOEt 8,5.&, produit désir@38 est obtenu sous
forme d’une huile avec un rendement de 86% (m =r8g2

Dans le cas d@36a le produit237 est obtenu également sous forme d’'une huile avec un
rendement de 79%.

Isomére R (237) :
R¢: 0.33 (ACOEt/ EP 3.7, révélateur 1).

RMN H (CDCls, 400 MHz) :5 1.78-1.82 (m, 2H, ki, Hap), 2.62 (s, 1H, OH), 3.12 (d, 2H,
= 5.5 Hz, Ha Hip), 3.47-3.74 (m, 6H, b, Ha, He, Hs, Hea Heb), 3.96-4.04 (m, 1H, ),
4.37-4.41 (m, 1H, H), 4.43 (d, 1H,] = 10.5 Hz, OEH-Ph), 4.46 (d, 1H) = 12.3 Hz, OCH-
Ph), 4.57-4.62 (m, 3H, 3 x OH-Ph), 4.73 (d, 1HJ = 11.0 Hz, OEH-Ph), 4.78 (d, 1H) =
11.0 Hz, OEH-Ph), 4.87 (d, 1H) = 10.9 Hz, OSH-Ph), 7.09-7.43 (m, 35H, 20 X", 15 X
Har ™).

RMN *°C (CDCl;, 100 MHz) :3 28.9 (G), 67.7 (G), 68.0 (G), 69.0 (G), 70.6 (G'), 73.0
(O-CH,-Ph), 73.6 (OSH,-Ph), 75.0 (OSH,-Ph), 75.4 (OSH,-Ph), 71.7, 78.0, 79.5, 82.2
(Ca, Cs, Cs, Cs), 86.8 (Cq), 127.2, 127.7, 127.8, 127.9, 128.08.32128.7 (Ck"",
CHa™, 138.0 (Cq), 138.1 (Cq), 138.3 (Cq), 138.0 (Cld.0 (Cq).

[a2 :+25.8¢=1.1, CHCY).

Isomére S (238) :
R¢: 0.36 (ACOEt/ EP 3:7, révélateur 1).

RMN H (CDCls, 400 MHz) :5 1.82-1.91 (m, 1H, H), 2.00-2.05 (m, 1H, ki), 3.08 (dd, 1H,
J=5.2,9.1 Hz, k), 3.21 (dd, 1HJ = 5.5, 9.1 Hz, ), 3.47-3.80 (m, 6H, b, Hz, Ha, Hs,
Hea Heb), 3.95-4.00 (m, 1H, b, 4.14-4.19 (m, 1H, H), 4.44 (d, 2HJ = 12.9 Hz, 2 x O-
CH-Ph), 4.54-4.60 (m, 2H, 2 x OH-Ph), 4.66 (d, 1H) = 11.5 Hz, OCH-Ph), 4.78 (t, 2H/

= 11.0 Hz, 2 x OSH-Ph), 4.89 (d, 1HJ = 11.0 Hz, OEH-Ph), 7.10-7.45 (m, 35H, 20 x
Hao", 15 X Hy ™).
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RMN *C (CDCl;, 100 MHz) :5 28.9 (G), 67.1 (G), 69.1 (G), 70.9 (G), 73.3 (OCH,-Ph),
73.6 (OCH»-Ph), 74.2 (®), 75.0 (OCH,-Ph), 75.6 (OEH,-Ph), 71.5, 78.2, 79.9, 82.2 4C
Cs, Cs, G5), 86.7 (Cq), 127.1, 127.7, 127.8, 127.9, 128.®.12128.4, 128.5, 128.6, 128.9
(CHA®", CHa ™), 137.2 (Cq), 138.2 (Cq), 138.7 (Cq), 144.1 (Cq).

[a]? :+19.8 €=1.0, CHCY).

Réf : Gurjar, M. K.; Mainkar, A. S.; Syamala, Metrahedron Asymmetr§993 4, 2343-
2346.
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2-Phthalimidoxy-3-(2’,3’,4’,6'-tetra- O-benzyl-u-D-glucopyranosyl)-1-O-tritylpropanol
(239 et 240)

OBn
0
BB(n)o oTr Formule bruFe - 6aH59NOg
OBn Masse molaire : 985
0
O.
N
o)

A une solution d&38 (771 mg ; 0,92 mmol) dans du toluene anhydre (4 pr&parée sous
atmosphére inerte, sont ajoutés de la;P@12 mg ; 1,19 mmol ; 1,3 éq) et du
hydroxyphthalimide (192 mg ; 1,18 mmol ; 1,3 égand le mélange réfrigéré a 0°C, une
solution de DIAD (27QuL ; 1,37 mmol ; 1,5 éq) dans du toluene anhydre2 est ajoutée
par un goutte a goutte tres lent. Le milieu réacted devient rouge vif et est agité pendant
48h a TA. Le mélange est dilué avec de I'AcOEBegtlavec de I'bD. La phase aqueuse est
extraite avec de I'’AcOEt (2 x) puis les phases oigaes rassemblées sont lavées avec une
solution saturée en NacCl, séchées sur Mg$i{frées et concentrées. Le mélange obtenu est
purifié par chromatographie sur colonne en éluasicaun mélange EP / AcOEt 9:1 puis
8,5:1,5. Le produit désird40 est obtenu sous forme d’un solide blanc avec ndament de
98% (m = 888 mg).

Dans le cas d237, le produit239 est obtenu sous forme d’un solide blanc avec ndement

de 89%.

Isomere S (239) :
R¢: 0.46 (AcOEt/ EP 3.7, révélateur 1).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) :8 2.21-2.28 (m, 2H, b, Hay), 3.40-3.69 (M, 6H, b, Hs, Ha,
Hs, Hea, Heb), 3.71-3.77 (M, 2H, &, Hup), 4.15-4.20 (m, 1H, b}, 4.41 (d, 1H,J = 12.4 Hz,
O-CH-Ph), 4.47 (d, 1H) = 11.0 Hz, OEH-Ph), 4.56-4.63 (m, 4H, ] 3 x OCH-Ph), 4.76
(d, 1H,J = 11.0 Hz, OCH-Ph), 4.88 (d, 1HJ = 11.0 Hz, OEH-Ph), 7.11-7.35 (m, 35H, 20 X
Ha®", 15 X Hy "), 7.70-7.76 (m, 4H, 4 x ™).

RMN 3C (CDCl;, 100 MHz) :5 26.9 (G), 65.2 (G, 68.8 (G), 70.4 (G), 73.0 (OCH,-Ph),
73.5 (OCH,-Ph), 75.0 (OEH,-Ph), 75.5 (OSH,-Ph), 71.8, 77.7, 79.5, 82.0 4CCq, Ca,
Cs), 84.9 (G), 87.4 (Cq), 123.5 (CKH™™), 127.0, 127.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.4, 128.7,

129.2 (CH,®", CHa'™"), 134.3 (CH,"™), 138.3 (Cq), 138.4 (Cq), 138.8 (Cq), 143.8 (Cq),
156.6 (Cq), 163.7 (Cq).

[a]? :+45.2 €=1.3, CHC)).

T¢:86°C
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Isomere R (240) :
R¢ : 0.40 (AcOEt/ EP 3.7, révélateur 1).

RMN 'H (CDCl, 400 MHz) :& 2.08-2.18 (m, 2H, k), Hap), 3.47-3.50 (M, 2H, B, Hip),

3.52-3.77 (M, 6H, b, Hg, He, Hs,, Hea, Hen), 4.41-4.67 (M, 7H, b Hy:, 5 x OCH-Ph), 4.72
(d, 1H,J = 10.7 Hz, OEH-Ph), 4.79 (d, 1HJ = 10.5 Hz, OCH-Ph), 4.86 (d, 1H) = 11.0 Hz,
O-CH-Ph), 7.07-7.34 (m, 35H, 20 xH", 15 x Hy "), 7.68-7.76 (m, 4H, 4 x k™).

RMN *3C (CDCl;, 100 MHz) :8 21.1 (G), 66.1 (G), 68.9 (G), 70.5 (G), 72.7 (OCH,-Ph),
73.5 (OCHx-Ph), 74.9 (OSH,-Ph), 75.4 (OSH,-Ph), 71.7, 77.8, 79.4, 82.0 {CCs, Ca,
Cs), 84.5 (G), 87.5 (Cq), 123.5 (CK™™), 127.0, 127.8, 127.9, 128.0, 128.4, 128.6, 129.1

(CHa", CHa™), 134.3 (CH,P™), 138.2 (Cq), 138.3 (Cq), 138.5 (Cq), 143.7 (C1P6.5
(Cq), 163.5 (Cq).

[a]? :+19.3 €=1.0, CHCY).

Tf : 81°C
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2-Phthalimidoxy-3-(2’,3’,4’,6'-tetra- O-benzyl-u-D-glucopyranosyl)propanol (241 et 242)

OBn
0
Bg(r?o oH Formule bruf[e - GH4sNOg
OBn Masse molaire : 743
0
O
N
o)

A une solution d40(779 mg ; 0,79 mmol) dans du gH, (19 mL), du TFA (973.L ; 5%

par rapport au volume de solvant) est ajouté. Ueemest agité pendant 5 min a TA puis il
est chargé sur une colonne (trés large) prépanée d&aI'EP pur. La colonne est éluée avec
un meélange EP / AcOEt 9:1 puis 8:2 puis avec urangd 5:5. Le produi242 est obtenu
sous la forme d’un solide blanc avec un rendemerit0®% (m = 588 mg).

Dans le cas du compog89, le produit241 est obtenu sous la forme d’'un solide blanc avec
un rendement de 88%.

Isomére S (241) :

R¢: 0.46 (AcCOEt/ EP 4:6, révélateur 1).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) :8 2.25-2.37 (m, 2H, K, Hap), 2.44 (s, 1H, OH), 3.59-3.87 (m,
8H, H, H3, Hs, Hs, Hea, Heb, Hia Hip), 4.25-4.33 (m, 2H, H, Hy), 4.44 (d, 1HJ = 12.3
Hz, O-CH-Ph), 4.48 (d, 1HJ = 11.0 Hz, OEH-Ph), 4.59 (d, 1H) = 11.9 Hz, OEH-Ph),
4.69-4.72 (m, 2H, 2 x @H-Ph), 4.80 (d, 1HJ) = 7.8 Hz, OCH-Ph), 4.83 (d, 1H) = 7.8 Hz,
O-CH-Ph), 4.94 (d, 1H) = 11.0 Hz, OEH-Ph), 7.14-7.35 (m, 20H, 20 x.H"), 7.75-7.84
(m, 4H, 4 x H,"™).

RMN **C (CDCls, 100 MHz) :5 25.1 (G), 60.5 (G, 69.0 (G), 70.6 (GQ), 73.3 (OCH,-Ph),
73.5 (OCH,-Ph), 75.1 (OEH,-Ph), 75.7 (OEH,-Ph), 71.7, 77.9, 79.6, 82.1 4CCs, Cu,

Cs), 86.5 (G), 124.0 (CH,"™), 127.8, 128.0, 128.1, 128.2, 128.4, 128.5, 12619°"),
134.9 (CH,”™, 138.0 (Cq), 138.2 (Cq), 138.3 (Cq), 138.8 (AH4.8 (Cq).

[a]? :+34.1¢€=1.1, CHCY).
T¢: 77°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 766.2987 ; Trouvée 766.3021.

Isomere R (242) :
R¢: 0.41 (AcOEt/ EP 4.6, révélateur 1).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) :8 2.05-2.13 (m, 1H, k), 2.27-2.34 (m, 1H, k), 3.01 (s, 1H,
OH), 3.58-3.81 (M, 8H, b Hs, Ha, Hs, Hea Heb, Hia Hip), 4.29-4.33 (m, 1H, b), 4.45-
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4.49 (m, 1H, H), 4.55-4.61 (m, 2H, 2 X @H-Ph), 4.69-4.71 (m, 1H, GH-Ph), 4.76 (d, 1H,
J=11.0 Hz, OCH-Ph), 4.81 (d, 1H) = 11.0 Hz, OEH-Ph), 4.90 (m, 1H, GEH-Ph), 7.13-
7.36 (m, 20H, 20 x "), 7.77-7.86 (m, 4H, 4 x ™).

RMN *3C (CDCl;, 100 MHz) :8

[a]? :+22.2 €=0.9, CHCY).
Ty :98°C

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 766.2987 ; Trouvée 766.3001.
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2-Phthalimidoxy-3-(2’,3’,4’,6'-tetra- O-benzyl-u-D-glucopyranosyl)propanoate de tert-
butyle (243 et 244)

OBn
0
BnO .
BrO o Formule brute : GHs5:NO1q
OBn Masse molaire : 813
0] Ot-Bu
_0
N
o)

A une solution d&41 (253 mg ; 0,34 mmol) dans du gEl; anhydre (7 mL) préparée sous
atmosphere inerte, sont ajoutés de I'anhydrideiqaet(320uL; 3,39mmol; 10 éq), du PCC
(152 mg ; 0,71 mmol; 2,1 éq) et deBuOH (0,65 mL). Le milieu réactionnel est agité
pendant 3 jours & TA. Le mélange est en partieer@n€ puis purifié par chromatographie sur
colonne en éluant avec du &,. Le produit243 est obtenu sous forme d’une huile avec un
rendement de 78% (m = 215 mg).

Dans le cas du compo242 le produit244 est obtenu avec un rendement de 45% sous forme
d’une huile.

Isomére S (243) :

Rf: 0.71 (AcOEt / EP 3:7, révélateur 1).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) :8 1.43 (s, 9H1BuU), 2.43-2.54 (m, 2H, &, Hap), 3.68-3.86 (m,
6H, Hy, H3, Ha, Hs, Hsa, Heb), 4.34-4.39 (m, 1H, H), 4.45 (d, 1H,J = 11.9 Hz, O€H-Ph),
4.49 (d, 1HJ = 11.0 Hz, OEH-Ph), 4.62 (d, 1HJ = 8.9 Hz, OCH-Ph), 4.66 (d, 1H)=7.8

Hz, O-CH-Ph), 4.70-4.83 (m, 4H, 3 x OH-Ph, H), 4.91 (d, 1HJ = 10.9 Hz, OCH-Ph),
7.12-7.35 (m, 20H, 20 x £F"), 7.72-7.90 (m, 4H, 4 x ™.

RMN *3C (CDCl;, 100 MHz) :8 27.2 (G), 28.0 (CH, tBu), 68.8 (G), 70.4 (G'), 72.8 (O-
CH,-Ph), 73.6 (OSH-Ph), 75.1 (OSH,-Ph), 75.5 (OEH,-Ph), 71.9, 77.7, 79.1, 82.0 4C
Cs, Cs, Cs), 82.9 (Cq), 83.6 (§, 123.7 (CH,"™), 127.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.4,
128.5 (CH®"), 134.6 (CH,”™"), 138.1 (Cq), 138.2 (Cq), 138.4 (Cq), 138.8 (AH3.1 (Cq),
168.1 (Cq).

[a]2 :+55.9 ¢=1.3, CHCY).

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 836.3411 ; Trouvée 836.3436.

Isomére R (244):

R¢: 0.66 (ACOEt/ EP 3:7, révélateur 1).
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RMN *H (CDCls, 400 MHz) :8 1.48 (s, 9HtBuU), 2.21-2.29 (m, 1H, &), 2.34-2.41 (m, 1H,
Hap), 3.65-3.86 (M, 6H, bl, Hy, Ha, Hs, Hga, Heb), 4.46-4.52 (m, 2H, 2 x @H-Ph), 4.60
(d, 1H,J = 12.3 Hz, OEH-Ph), 4.66 (d, 1HJ = 11.5 Hz, OCH-Ph), 4.73-4.83 (m, 5H, 3 x O-
CH-Ph, H., Hy), 4.93 (d, 1H,) = 10.5 Hz, OCH-Ph), 7.17-7.37 (m, 20H, 20 x.H"), 7.73-
7.82 (m, 4H, 4 x ™.

RMN *C (CDCls;, 100 MHz) :5 27.6 (G), 28.0 (CH, tBu), 60.5 (Cq), 69.0 (&), 69.9 (G),
72.8 (OCH,-Ph), 73.5 (OEH,-Ph), 75.2 (OEH,-Ph), 75.6 (OSH,-Ph), 71.8, 79.2, 82.0,
82.8 (G, Cs, Cs, Cs), 83.6 (G), 123.7 (CH,"™), 127.6, 128.0, 128.1, 128.2, 128.4, 128.5,

128.9, 129.0 (CW®"), 134.6 (CH,"™), 138.3 (Cq), 138.8 (Cq), 163.1 (Cq), 165.4 (Cq),
160.0 (Cq).

[a]? :+62.6 €=0.8, CHCY).

HRMS : m/z[M+Na]" Calculée 836.3411 ; Trouvée 836.3445.
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2-Aminoxy-3-(2’,3’,4’,6’-tetra- O-benzyl-u-D-glucopyranosyl)propanoate deert-butyle
(245 et 246)

OBn

0
BnO .
BnO o Formule brute : GiH49NOg
OBn Masse molaire : 683
Ot-Bu
_0

H_N

2

A une solution de243 (196 mg ; 0,24 mmol) dans du @E, (2 mL), est ajoutée de la
méthylhydrazine (3&.L ; 0,72 mmol ; 3 éq). Le mélange est agité pend@mt& TA. Un
précipité se forme. Il est dissous dans de@Het le mélange est extrait avec de I'’AcOEt (3
X). Les phases organiques rassemblées sont séxinéddgSQ, filtrées et concentrées. Le
produit brut245est obtenu avec un rendement de 95% (m = 157 mg).

Dans le cas du compog44, le produit bru46 est obtenu avec un rendemant de 98%.

Isomére S (245) :

Rf: 0.59 (AcCOEt / EP 8:2, révélateur 1 ou 2).

RMN 'H (acétone-g 400 MHz) :8 1.47 (s, 9H{BuU), 2.09-2.31 (m, 2H, ¥, Hasp), 3.43-3.84
(m, 6H, H, Hz, Ha, Hs, Hga, Heb), 4.28-4.37 (m, 1H, H), 4.52-4.94 (m, 9H, 8 x @H-Ph,
H,), 7.21-7.38 (m, 20H, 20 x A").

Isomere R (246) :

R : 0.57 (AcOEt/ EP 8:2, révélateur 1 ou 2).

RMN H (acétone-g 400 MHz) :5 1.47 (s, 9H{BuU), 2.08-2.34 (m, 2H, ¥, Hap), 3.54-3.81

(m, 6H, H, Hz, Hy, Hs, Hea, Hew), 4.29-4.36 (m, 1H, H), 4.52-4.96 (m, 9H, 8 x @H-Ph,
H,), 7.25-7.38 (m, 20H, 20 x AF").
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lll. Index des produits synthétisés
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V. Tests biologiques
Test de cytotoxicité des moléculed 79, 80, 135et136

Le test est basé sur la dégradation du MTT (3-Hn%ethylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl
tétrazolium). L’anneau de tétrazolium qu’il contiegst réduit en formazan par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivaatttges. Ceci forme un précipité dans la
mitochondrie de couleur violete. La quantité decimié& formée est proportionnelle a la
quantité de cellules vivantes. Aprés l'incubati@s dellules avec du MTT et avec différentes
concentrations du composé testé pendant 48h a 3SCellules, leur mitochondries et les
précipités violets de Formazan sont dissous dam¥\i8O. Un dosage de la densité optique a
550 nm par spectroscopie permet de connaitre latitgiaelative de cellules vivantes et
actives métaboliguement.

Densité optique moyenne at=0:0,787

Molécule78: Moléculel135:
Concentration| Densité * de Concentration Valeur % de
(UM) optique c_eIIuIes (UM) moyenne c_eIIuIes
vivantes vivantes
0 0,779 98,9 0 0,772 98,1
1 0,699 88,8 1 0,705 89,6
3,3 0,605 76,8 3,3 0,692 87,9
10 0,506 64,3 10 0,736 93,6
33 0,428 54,4 33 0,688 87,4
100 0,387 49,2 100 0,522 66,4
Molécule79: Moléculel36:
Concentration Valeur % de Concentration Valeur % de
(UM) moyenne qellules (LM) moyenne qellules
vivantes vivantes
0 0,786 99,9 0 0,808 102,6
1 0,714 90,8 1 0,695 88,3
3,3 0,607 77,2 3,3 0,694 88,2
10 0,493 62,7 10 0,362 46,0
33 0,309 39,3 33 0,102 13,0
100 0,003 0,4 100 0,050 6,3
Molécule80:
Concentration Valeur coeA;ISIZs
(UM) moyenne !
vivantes
0 0,790 100,3
1 0,687 87,3
3,3 0,588 74,7
10 0,404 51,4
33 0,286 36,4
100 0,000 0,0
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Test de la molécul&35contre le VIH:

Le composél35 a été évalué pour son activité antivirale cordgreéplication du VIH-1 sur
des cellules de type HelLa P4. Il a été testé pmeapacité a diminuer la charge virale dans la
culture cellulaire. Les cellules de type HelLa P4 @®@ infectés avec le VIH-1 et traité avec
différentes concentrations du compds$h. La charge virale est estimé 48h aprés l'infection
La quantité de virus est dosée en quantifiant iVdét de lap-galactosidase par un dosage
colorimétrique basé sur le clivage du rouge deroploénolp-D-galactopyranoside (CPRG)
par lap-galactosidase.

Molécule135:
YRR
Concentration| Valeur |70 ai(a:.tll\}/-lte de
(M moyenne galactosidase
0 0,836 100,0
0,33 0,797 95 4
1 0,818 97,8
3.3 0,800 95,7
10 0,710 85,0
33 0,484 57.9
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Résumé

VERS LA SYNTHESE DE C-GLYcosYL AMINOXY PEPTIDES ET D'OLIGOMERES DE
NUCLEOSIDES AMINOXY ACIDES

Récemment, de nombreux efforts ont été consacré&aeioppement d’oligonucléotides
synthétiques pour des applications thérapeutiqueg eliagnostique variées. Les oligonucléotides
modifiés peuvent inhiber sélectivement I'expressitas génes en se liant spécifiguement a des
séquences d’ADN et/ou d’ARN ciblées a travers lgatégies antigene, antisens ou d’ARN
interférent. Les aminoxy peptides forment facilemees structures secondaires bien définies
comme desi-, B-, y-turns ou des hélices, ce qui nous a inspiré darhception de nouveaux
oligonucléotides modifiés dans le but d’étudiersepropriétés physico-chimiques et biologiques.

Au cours de ce travail, la synthése de nucléosad@soxy acides et de leurs oligoméres a
été entreprise en séries ribose et désoxyriboses Zapremiére partie, les fonctions aminoxyle,
acide carboxylique et aldéhyde ont été introdustasla partie osidique de la thymidine. Différents
nucléosides monofonctionnalisés ont été synthét&esaide notamment des réactions de
Mitsunobu, dO-allylation et d’'oxydation. Les nucléosides monoeseont ensuite été couplés entre
eux conduisant aux nouveaux dinucléosides liédigiaon N-oxy amide, oxime et aminoxy. Dans
la seconde partie, la synthése de différentes nesdiaminoxy acides a été étudiée a partir de
l'uridine, des 2,2’-anhydro et 2,3’-anhydro uridénéJne uridine aminoxy ester a pu étre obtenue en
passant par la 3’-oxo uridinda une homologation (réaction de Wittig) et lintration de la
fonction oxyamine en position 5’ par une substitmthucléophile du dérive iodé.

En parallele, dans la continuité des travaux réaliau laboratoire sur la synthése des
glycoamino acides, nous avons synthétisé Ceggycosyl aminoxy acides jamais décrits dans la
littérature, dans le but de générer de nouveauxesiae glycopeptides. A partir db-allyl
glucopyranoside perbenzylé, de@glucosyl aminoxy acides diastéréoisomeéres onprtpares.

Mots clés : Nucléosides aminoxy acides, liaisoNsoxy amide, oxime et aminoxy;-glycosyl
aminoxy acides, dinucléosides, oligonucléotidesifies] Mitsunobu, alkylation, Wittig.

TOWARDS THE SYNTHESIS OF C-GLYCcoSYL AMINOXY PEPTIDES AND OLIGOMERS
OF NUCLEOSIDES AMINOXY ACIDS

Much recent efforts have been devoted to the dpwadmt of synthetic oligonucleotides for
various therapeutic and diagnostic applicationsabse of their capability to cause selective
inhibition of gene expression by bonding to thegéarDNA/RNA sequences through antigen,
antisense and RNA interference. The easy formatiovell-defined structures like-, B-, y-turns or
helical structures oN-oxy peptides promoted us to design new modifiegoolucleotides so as to
study their physico-chemical and biological prostt

During this work, synthesis of different nucleosdaminoxy acids as well as their
oligomers has been investigated. In the first gartinoxy, carboxylic acid and aldehyde functions
were introduced into the sugar ring of thymidind different monofunctionalized nucleosides were
obtained thanks to Mitsunob@;allylation and oxidation reactions. Different nemside monomers
were then linked together, leading to novel dinosides withN-oxy amide, oxime or aminoxy
linkage. In the second part, preparation of diffiéreridines aminoxy acids was studied by using
uridine, 2,2’-anhydro and 2,3’-anhydro uridinessgeating materials. An uridine aminoxy ester was
obtained from 3’-oxo uridine, through homologatith Wittig reaction and introduction of the
oxyamine function by nucleophilic substitution bét5-iodo derivative.

In parallel, as a continuing program in the labonabn the glycoamino acids synthesis, we
have synthesized nov€lglycosyl aminoxy acids in order to generate newnes of glycopeptides.
From perbenzylate@€-allyl glucopyranoside, two diastereomefieglucosyl aminoxy acids have
been successfully prepared.

Key words: Aminoxy acids nucleoside$y-oxy amide, oxime and aminoxy linkag€;glycosyl
aminoxy acids, dinucleosides, modified oligonudlged, Mitsunobu, alkylation, Wittig.



