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!
Au!delà!de! leur!rôle!de!stockage!et! transmission!de! l’information!génétique,! les!acides!

nucléiques! sont! à! ce! jour! reconnus! pour! leur! potentiel! en! tant! qu’alternatives! aux!

anticorps! pour! le! traitement! de! pathologies! liées! à! la! dégénérescence! de! gènes.! Les!

avancées!de!la!recherche!sur!ce!type!de!composés!ont!entre!autre!permis!de!mettre!en!

avant! deux! propriétés! très! importantes! des! acides! nucléiques!:! la! capacité! de!

reconnaissance,! par! le! biais! de! structures! de! type! aptamère,! et! de! catalyse,! grâce! à! la!

découverte!des!ribozymes.!Ainsi,!depuis!les!années!80,!l’hypothèse!d’un!«!monde!ARN!»!

sur! les! origines! de! la! vie! a! acquis! de! plus! en! plus! de! reconnaissance! dans! le! milieu!

scientifique.!

!

Nous!nous!sommes!intéressés!plus!particulièrement!à!la!propriété!de!catalyse!des!acides!

nucléiques,!et!en!particulier!à!leur!potentiel!de!mime!des!protéases!à!sérines,!enzymes!

capables! de! protéolyse! in+ vivo.! L’objectif! du! projet! présenté! dans! ce! manuscrit! est!

d’obtenir! des! structures! à! bases! d’ADN! décorées! par! des! résidus!mimant! les! chaînes!

latérales!des!acides!aminés! impliqués!dans! le!mécanisme!de!catalyse!enzymatique!des!

protéases!à!sérine,!l’acide!aspartique!(Asp),!la!sérine!(Ser)!et!l’histidine!(His).!Pour!cela!

des! phosphoramidites! fonctionnalisés! et! convertibles! ont! été! synthétisés! permettant!

d’introduire! les! fonctions!chimiques!réactives!de! la! triade!au!sein!des!séquences.!Avec!

ces! composés! hybrides! ADNA«!protéine!»! en! main,! une! structuration! adéquate! du!

système! est! nécessaire! afin! de! recréer! un! centre! catalytique! dans! lequel! les!

groupements!chimique!réactifs!peuvent!interagir!afin!de!mimer!la!réactivité!souhaitée.!

Nous!nous!intéressons!en!particulier!à!des!structures!de!type!bulge,!épingle!à!cheveux!

ou!jonction!trois!voies.!

!

Le! premier! chapitre! de! ce!manuscrit! est! une! étude! bibliographique! qui! présente! des!

généralités! sur! les! acides! nucléiques! et! leurs! structures! secondaires! ainsi! que! les!

méthodes! de! synthèses! développées.! Certaines! des! modifications! structurantes! et/ou!

fonctionnalisantes!des!acides!nucléiques!sont!décrites!avec! les!différentes!applications!

possibles.!Enfin,! les!propriétés!de!catalyse!et!de!reconnaissance!sont!abordées,!suivies!

de!la!présentation!de!l’approche!envisagée!pour!notre!projet!de!recherche.!

!
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Dans!le!deuxième!chapitre,!la!synthèse!des!nucléotides!modifiés!synthétisés!est!détaillée!

en! différenciant! les! nucléotides! convertibles! (ester,! alcyne! et! linéaire! bromé)! et! les!

nucléotides!fonctionnalisés!avec!une!fonction!alcool!pour! la!Ser,!un!acide!carboxylique!

pour! l’Asp! et! un! noyau! imidazole! pour! l’His.! En! effet! les! premiers,! porteurs! d’un!

groupement! chimique! réactif,! permettent! une! conjugaison! postAsynthèse! automatisée!

sur! support! solide! des! oligonucléotides,! les! deuxièmes! apporteront! directement! à!

l’oligonucléotide! dans! lequel! ils! seront! introduits! le! groupement! chimique!mimant! un!

des!acides!aminés!de!la!triade.!

!

Le! troisième! chapitre! présente! la! synthèse! des! brins! oligonucléotidiques! avec!

l’incorporation! d’un! des! phosphoramidite! convertibles! qui! sera! transformé! via! une!

réaction! de! CuAAC! pour! introduire! les! fonctions! hydroxyle,! acide! carboxylique! et!

imidazole.!Les!séquences!ont!été!choisies!de!manière!à!pouvoir!s’assembler!en!jonction!

trois!voies!dont!les!propriétés!physicoAchimiques!ont!été!étudiées!et!reportées.!!

!

L’ensemble!des!travaux!est!ensuite!résumé!ainsi!que!des!perspectives!proposées.!Enfin,!

les!protocoles!expérimentaux!sont!présentés!au!quatrième!chapitre.!

!
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Chapitre&I&:&Les&acides&nucléiques&modifiés&:&structures&et&propriétés&
& &



!
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&

I)&Généralités&sur&les&acides&nucléiques&
!

Les! premières! études! sur! les! acides! nucléiques! remontent! à! la! moitié! du! XIXème!

siècle!lorsque!J.F.!Miescher1,!un!biologiste!suisse,!a!isolé!pour!la!première!fois!en!1869!

une!substance!riche!en!phosphate!nommée!à!l’époque!nucléine.!La!nature!biochimique!

du! matériel! biologique! sera! mise! en! évidence! bien! plus! tard! notamment! grâce! aux!

travaux! d’Oswald! Avery! dans! les! années! 402,! sans! aucune! notion! à! l’époque! de! la!

structure!de!ces!composés.!En!effet,!la!structure!ne!sera!élucidée!qu’en!1953!par!Watson!

et! Crick3! grâce! à! un! précieux! cliché! aux! rayons! X! effectué! auparavant! par! Rosalind!

Franklin4.!

!

L’ADN! (acide! désoxyribonucléique)! et! l’ARN! (acide! ribonucléique)! sont! les! deux!

acides!nucléiques!naturels!présents!chez! les!eucaryotes!et! les!procaryotes.!Leurs!rôles!

biologiques!majeurs!sont!la!détention!et!la!transmission!du!matériel!génétique!propre!à!

chaque!individu.!L’ADN!est!le!support!de!toutes!les!informations!génétiques!contenues!

dans! le! génome.! L’ARN! messager! (ARNm)! est,! quant! à! lui,! un! support! temporaire!

synthétisé!in+vivo!à!partir!des!gènes!de!l’ADN!via!le!processus!de!transcription!qui!a!lieu!

dans! le! noyau! de! la! cellule.! Après! maturation,! ou! épissage,! les! ARNm! traversent! la!

membrane!nucléaire! afin! d’atteindre! le! cytoplasme!où! a! lieu! la! transcription! grâce! au!

ribosome,! complexe! macromoléculaire! constitué! de! protéines! et! d’ARN! ribosomique!

(ARNr),!et!aux!ARN!de!transfert!(ARNt)!qui!transportent!les!acides!aminés!permettant!la!

synthèse!protéique!(Figure!1).!!

!

!
Figure&1&:&Processus&de&synthèse&in#vivo&de&polypeptides.&&
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!

I.1)&Structure&primaire&&
&

Les! acides! nucléiques! sont! des! macroAbiomolécules! polyanioniques! de! poids!

moléculaire!élevé!constituées!d’un!enchainement!de!nucléosides!reliés!entre!eux!par!un!

lien!phosphodiester!réunissant!la!position!3’!à!la!position!5’!de!l’unité!suivante!(Figure!

2).!Chaque!nucléoside!est!constitué!d’un!sucre,! le!désoxyribofuranose!dans! l’ADN!et! le!

ribofuranose! dans! l’ARN! relié! à! une! base! azotée! en! position! 1’! via! une! liaison! βANA

glycosidique.! Les! deux! sucres! se! différencient! par! la! présence! d’une! fonction! OH! en!

position! 2’! dans! le! cas! de! l’ARN.! Il! existe! deux! types! de! bases! azotées,! les! purines!

adénine!et!guanine,!communes!aux!deux!acides!nucléiques,!et!les!pyrimidines,!cytosine!

et! thymine! dans! l’ADN,! et! cytosine! et! uracile! dans! l’ARN.! Les! chaînes! sont! lues! par!

convention!dans!le!sens!5’!vers!3’.!

!

!
Figure&2&:&Nucléosides&et&nucléotides&naturels.&

!

I.2)&Structure&secondaire&&
!

Le!milieu!cellulaire!étant!un!milieu!aqueux,!ces!composés!doivent!s’agencer!dans!

l’espace! de!manière! à! être! stable! dans! ces! conditions.! Bien! que! d’autres! agencements!

soient! possibles! à! cause! du! caractère! hautement! polymorphique! de! l’ADN,! in! vivo! ce!

dernier!se!structure!principalement!sous! forme!de!doubles!brins!appariés!alors!que! la!

forme!monocaténaire!repliée!sur!elle!même!est! favorisée!pour!l’ARN5.!Les!facteurs!qui!

influencent! la! forme! et! la! stabilité! de! ces! structures! secondaires! sont! la! conformation!

adoptée! par! le! sucre6,! le! squelette! et! les! angles! de! torsion! du! groupement!

phosphodiester7,! la! liaison!βANAglycosidique,! l’appariement!et! le! stacking!des!bases8! et!

l’effet!du!solvant!(Figures!3!et!4).!
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!

Malgré! sa! flexibilité! le! cycle! (2’Adésoxy)! furanosique,! en! particulier! lors! des!

formations!de!duplex,! n’adopte!que! certaines! conformations,! à! savoir!C3’Aendo! (Nord)!

pour!le!ribose!dans!l’ARN,!en!raison!de!la!présence!du!2’AOH,!ou!C2’Aendo!(Sud)!pour!le!

désoxyribose! dans! l’ADN.! Cette! conformation! détermine! le! type! de! double! hélice!

obtenue!(Figure!3_a).!!

Tout! le! long! du! squelette! sucreAphosphate! se! trouve! un! enchainement! de! six!

liaisons! auxquelles! correspondent! des! angles! de! torsion! identifiés! par! les! lettres!

grecques! α,! β,! γ,! δ,! ε,! et! ζ.! L’angle! γ! (liaison! C4’AC5’)! donne! la! position! relative! du!
groupement!phosphate!par!rapport!au!sucre.!Les!unités!portant!une!base!pyrimidique!

adoptent! plutôt! une! conformation! synclinale! ou! gauche+ (+),! celles! portant! une! base!

purique!peuvent!adopter!la!conformation!gauche+(+)!ou!antipériplanaire!(trans)!(Figure!

3_b).!

La! liaison! reliant! la! base! azotée! au! sucre! en! position! 1’! est! une! liaison! βANA

glycosidique!définie!par!l’angle!de!torsion!χ.!Seules!deux!conformations!sont!possibles,!

syn!si!le!groupement!carbonyle!en!position!2!des!bases!pyrimidiques!ou!l’atome!d’azote!

en!position!3!des!bases!puriques!se!trouvent!au!dessus!du!sucre,!ou!anti!si!les!bases!sont!

orientées! dans! la! direction! opposée.! L’agencement! syn! est! généralement! défavorisé! à!

cause!des!contraintes!stériques!présentes!(Figure!3_c).!

!
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!
Figure&3&:&Facteurs&influençant&la&forme&et&la&stabilité&des&structures&secondaires&:&a)&Conformation&du&sucre&;&
b)&Squelette&et&angles&de&torsion&du&lien&phosphodiester&;&c)&La&liaison&β]N]glycosidique.&

!
La! formation! de! structures! secondaires! est! possible! grâce! à! l’appariement! des!

bases!azotées!via!des!liaisons!hydrogène!interAbrins.!La!mise!en!évidence!de!ces!liaisons!

a!contribué!remarquablement!à! l’élucidation!de! la! structure!des!acides!nucléiques!par!

Watson!et!Crick.!A!l’époque,!ils!avaient!identifié!seulement!deux!combinaisons!possibles!

d’appariement,!AAT!(deux!liaisons!hydrogène)!et!GAC!(trois!liaisons!hydrogène),!décrites!

comme!«!paires!canoniques!».!Quelques!années!plus!tard,!K.!Hoogsteen!proposa!un!autre!

type! d’appariement! où! les! groupements! donneurs! et! accepteurs! de! liaison! hydrogène!

impliqués! ne! sont! pas! les!mêmes.! L’appariement! est! direct! si! les! deux! sucres! sont! du!

même!coté!de!l’axe!de!la!paire!de!base,!et!est!inverse!si!les!sucres!se!trouvent!de!part!et!

d’autre!de!l’axe.!Ce!type!d’appariement!peut!aussi!se!mettre!en!place!entre!deux!bases!
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puriques! (comme! dans! le! cas! des! GAquadruplex! Figure! 7)! et! est! observé! pour! la!

formation!de!triples!hélices!(Figure!4_a).!!

Lorsque!une!macromolécule!d’ADN!est!soumise!à!un!processus!de!dénaturation,!

par!effet!d’un!agent!chimique,!d’une!hausse!de!température,!ou!de!pH!par!exemple,!les!

brins! complémentaires! formant! une! structure! secondaire! se! retrouvent! désormais!

libres.! Le! processus! thermique! est! réversible! pour! les! acides! nucléiques,! et! la!

température!à! laquelle!50%!des!brins!sont!non!appariés,! la!température!de!fusion!(Tm!

pour!«!melting!Temperature!»)! est!utilisée!pour!déterminer! la! stabilité!de! la! structure!

secondaire! (Figure! 4_b).! La! Tm! est! déterminée! par! spectroscopie! UV! qui! montre! une!

exaltation! de! l’absorbance,! à! 260! nm!pour! le! double! brin,! lorsque! l’appariement! et! le!

stacking!des!bases!sont!rompus.!

Uniquement!dans!le!cas!de!séquences!contenant!des!paires!de!bases!appariées,!le!

stacking! entre! les! bases! est! un! facteur! primordial! pour! la! stabilité! de! la! structure.! La!

géométrie!et!l’énergie!associée!à!ce!phénomène!sont!définies!par!les!forces!de!Van!der!

Waals,!les!interactions!électrostatiques!entre!les!dipôles!induits!par!les!atomes!et!l’effet!

du!solvant.!De!plus!les!bases!étant!aromatiques!et!donc!hydrophobes,!leur!empilement!

minimise!l’exposition!au!solvant!aqueux!(Figure!4_c).!

Comme! pour! toute! molécule! biologique,! les! interactions! avec! le! solvant!

influencent!la!structure!de!l’ADN!et!sa!fonction.!De!manière!générale!l’appariement!des!

bases! et! le! stacking! sont! favorisés!par! l’effet! hydrophobe.! L’eau! solvate! la! surface!des!

sillons!où!se!trouvent!les!charges!négatives!des!liens!phosphodiester!avec!un!réseau!de!

liaisons! hydrogène!qui! forment! des! liens! supplémentaires! interAbrins! (Figure! 4_d).! Le!

taux!d’hydratation! tout! comme! tous! les! facteurs!décrits! jusqu’à!présent! influencent! la!

structure!secondaire!adoptée!par!les!acides!nucléiques.!
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!

!
Figure&4&:&Facteurs&influençant&la&forme&et&la&stabilité&des&structures&secondaires&:&a)&Appariement&des&bases&;&
b)&Détermination&des&Tm&;&c)&Stacking&des&bases&;&d)&Effet&du&solvant.&&

!

I.2.a)!Doubles!hélices!
!

Parmi! les! structures! secondaires,! les!doubles!hélices! sont! les!plus! connues!et!peuvent!

exister!sous!plusieurs!formes!(Figure!5).!
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!
Figure&5&:&Types&de&doubles&hélices.&

!

L’hélice!B!est!une!hélice!droite!présentant!une!conformation!du!sucre!de!type!C2’Aendo.!

Petit! et! grand! sillon! ont! la! même! profondeur,! et! les! paires! de! bases! appariées! sont!

essentiellement! perpendiculaires! à! l’axe! de! la! double! hélice,! ce! qui! conduit! à! une!

structure!plus!homogène.!C’est! la! forme!d’hélice!adoptée!essentiellement!par! l’ADN,! la!

plus!courante!in+vivo!et!qualifiée!de!«!double!hélice!canonique!».!L’hélice!de!type!A,!plus!

compacte,! est! une! hélice! droite! qui! est! obtenue! lorsque! le! sucre! se! trouve! en!

conformation!C3’Aendo.!L’ARN!se!trouve!exclusivement!sous!ce!type!d’hélice,!l’ADN!peut!

l’adopter! aussi! lorsque! son! taux! d’hydratation! est! moins! important! par! rapport! à! la!

forme! B.! Dans! les! deux! cas! nous! retrouvons! une! orientation! anti! des! liaisons!

glycosidiques.! La! différence! de! conformation! adoptée! par! le! sucre! provoque! des!

différences!au!niveau!de!la!taille!du!petit!et!du!grand!sillon,!ainsi!que!de!la!disposition!

des!paires!de!bases!appariées.!

L’ADN! Z! présente! une! hélice! gauche,! plus! fine! et! allongée,! qui! ne! présente! pas!

d’homogénéité!pour!la!conformation!du!sucre.!Les!conformations!anti!et!syn!des!bases!

azotées!alternées!confèrent!une!forme!en!zigzag!à!l’hélice.!Initialement!ce!type!d’hélice!

avait!été!obtenue!uniquement!dans!des!conditions!non!compatibles!in+vivo!comme!dans!
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des! solutions! riches! en! sels! (NaCl! 3M)9.! Cependant,! en! 2003,! Rich! et! Zhang10! ont!

démontré! que! la! méthylation! de! la! cytosine! et! la! présence! d’autres! cations! ou! de!

molécules! organiques! comme! la! spermidine! à! des! concentrations! milli! molaires!

stabilisent!la!forme!Z!de!l’ADN!in+vivo.!

!

I.2.b)!Bulges!
!

En!présence!d’une!ou!plusieurs!base(s)!non!appariées!dans!une!double!hélice,!il!

est!possible!d’obtenir!des!structures!de! type!bulge!ou!épingles!à!cheveux+par!exemple!

(Figure! 6).! Ces! agencements! peuvent! se! former! entre! deux! brins! complémentaires!

(bulge,!boucle!interne)!ou!au!sein!d’une!seule!séquence!autoAcomplémentaire!ayant!en!

son!centre!une!zone!de!nonAappariement!(épingle!à!cheveux).!Dans!le!même!esprit,!des!

jonctions! trois! voies! par! exemple! peuvent! être! obtenues! par! le! biais! de! séquences!

projetées!de!manière!à!être!semiAcomplémentaires!entre!elles!avec!ou!sans!bases!non!

appariées!au!cœur!de!la!jonction.!

!

!
Figure&6&:&Exemples&de&structures&comportant&une&ou&plusieurs&bases&désappariées.&

!
La! présence! de! bulges! au! sein! de! séquences! d’ADN! peut! provoquer! des! mutations!

géniques! car! l’absence! d’un! ou! plusieurs! appariements! induit! des! erreurs! de!

transcription! et! donc! de! réplication! du! gène! même.! Au! contraire! dans! le! cas! des!

séquences!d’ARN,!des!structures!bulge!ont!été!identifiées!dans!des!régions!importantes!
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pour!la!reconnaissance!protéineAARN!ou!pour!l’activité!catalytique!de!structures!à!base!

d’ARN!de!type!ribozymes!par!exemple11.!!

!

I.2.c)!G5Quadruplex!
!

Les!GAQuadruplex!(GAQuad)!sont!des!structures!constituées!de!plateaux!de!quatre!

guanines!(une!tétrade)!qui!s’autoAorganisent!par!le!biais!de!liaisons!de!type!Hoogsteen!

et!stabilisées!par!la!présence!d’un!cation!monovalent!(K+!ou!Na+)!(Figure!7).!

!

!!!!!!!!!!!!!! !
Figure&7&:&Tétrade&de&guanine&(à&gauche)&et&G]Quadruplex&(à&droite).&

!
Les!GAQuad!peuvent!avoir!une! topologie!différente! selon! le!nombre!de!brins!riches!en!

guanine! qui! les! constituent! (de! un! à! quatre)! ainsi! que! de! leur! façon,! parallèle! ou!

antiparallèle,!de!s’associer!(Figure!8).!
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!

!
Figure&8&:&Topologies&de&G]Quadruplex&

!

Ce!type!d’agencement!a!été!identifié!comme!élément!structurel!essentiel!des!télomères12!

situés!à!la!fin!des!chromosomes!et!impliqués!dans!le!phénomène!d’apoptose.!!

!

En! tant!que!porteurs!de! l’information!génétique,! les!acides!nucléiques!peuvent!être! la!

cause!de!maladies!du!fait!d’un!possible!dérèglement!des!informations!transmises!lors!du!

processus!de!réplication.!Au!vu!des!propriétés!décrites!ces!composés!peuvent!eux!même!

être! des! candidats! intéressants! pour! des! applications! dans! le! domaine! du! biomédical.!

Des! stratégies! thérapeutiques! géniques! ont! ainsi! été! développées! en!particulier! l’ADN!

antisens,!l’extinction!de!gène!et!l’interférence!par!ARN!détaillées!ciAaprès.!!

!

II)&Les&stratégies&géniques&:&ADN&antisens,&extinction&de&gène,&interférence&par&ARN&
(ARNi)&&
&

A! partir! de! la! fin! des! années! 1970,! le! développement! de! techniques! de! synthèse!

automatisée! d’oligonucléotides! (ON)! a! permis! d’avoir! accès! facilement! à! des! brins!

d’acides! nucléiques! de! séquence! souhaitée13,+ 14.! Cette! avancée! représente! un! outil!

puissant!pour!les!chimistes,!biochimistes!et!médecins!pour!la!mise!en!place!de!nouvelles!

stratégies! thérapeutiques! impliquant! l’interaction!des!acides!nucléiques!avec!une!cible!

choisie.!Notamment,! les!thérapies!dites! ‘géniques’!visant!à!agir!(ou!réagir)!directement!

avec!un!gène!ciblé!sont!en!continuel!développement.!Plusieurs!stratégies!ont!été!mises!
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au! point! permettant! de! contrôler! ou! empêcher! l’expression! des! gènes15! comme! la!

stratégie!antisens,!antigène!et!par!interférence!par!ARN!(ARNi)(Figure!9).!

!

!
Figure&9&:&Représentation&schématique&des&trois&stratégies&géniques&citées&:&a)&Stratégie&antisens&;&b)&Stratégie&
antigène&;&c)&Interférence&par&ARN.&

!

II.1)&La&stratégie&antisens&&
&

Cette! stratégie! (Figure! 9_a)! est! parmi! les! premières! développées! pour! la!

régulation!de! l’expression!des!gènes.! Introduite!par!Stephenson!et!Zamenick!en!1978,!

elle! consiste! en! l’utilisation! d’une! courte! séquence! d’acide! désoxyribonucléique! (AON!

pour! Antisens! OligoNucleotide)! complémentaire! à! l’ARNm! cible16,+ 17.! L’hétéroAduplex!

ADNAARN! formé! par! des! interactions! de! type! Watson! Crick! est! reconnu! par! la!

ribonucléase!H!(RNase!H)!qui!active!le!processus!de!dégradation!et!conduit!à!l’hydrolyse!

sélective! du! brin! d’ARNm! ciblé! empêchant! ainsi! sa! traduction! en! protéine! et! libérant!

l’AON!qui!est!donc!recyclé18.!A!ce!jour!de!nombreux!AON!ont!été!synthétisés!et!utilisés!à!
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des!fins!thérapeutiques19,+20!comme!pour!le!traitement!d’une!dégénérescence!héréditaire!

de!la!rétine!par!exemple21.!!

!

II.2)&La&stratégie&antigène&&
&

La! stratégie! antigène! (Figure! 9_b)! consiste! en! l’inhibition! du! processus! de!

transcription! de! l’ADN!via! la! formation!d’une! triple! hélice! avec! une! séquence! appelée!

TFO! (pour! Triplex! Forming! Oligonucleotide).! Dans! ce! cas,! l’appariement! est! de! type!

Hoogsteen!inverse!ou!direct!(cf!chapitre!I.1.2,!Figure!3_D)!en!fonction!de!la!séquence!du!

double! brin! ciblée.! Pour! cette! approche! des! simples! brins! d’ADN! et! ARN! ont! été!

synthétisés22,! tout! comme! des! analogues! à! squelette! peptidique,! les! PNAs! (Peptide!

Nucleic!Acids)23.!Le!principal!avantage!par!rapport!à!la!stratégie!antisens!est!le!ciblage!

direct! de! l’ADN! plutôt! que! l’ARNm,! ce! qui! implique! que! la! quantité! de! séquence! TFO!

nécessaire! sera! moindre24.! Néanmoins! le! manque! de! stabilité! des! triples! hélices! en!

milieu! physiologique! et! la! nécessité! d’avoir! des! séquences! riches! en! purines! limite! la!

mise!en!œuvre!de!cette!technique!in+vivo!25.!!

!

II.3)&La&stratégie&interférence&par&ARN&
&

Plus! récente! et! complexe! que! les! deux! précédentes,! la! stratégie! d’interférence!

(Figure! 9_c)! par! ARN! a! été! introduite! au! début! des! années! 1990! par! Jorgensen26.! Ce!

dernier!a!découvert!ce!phénomène!d’inhibition!génique!dans!les!plantes!réalisé!par!un!

double!brin!d’ARN!à!séquence!connue.!En!1998,!Mello!et!Fire,!récompensés!par!le!prix!

Nobel! de! médecine! en! 2006! 27,! ont! montré! que! ce! phénomène! nommé! PTGS! (Post!

Transcriptional! Gene! Silencing)! chez! les! plantes! est! également! présent! chez! les!

eucaryotes.! Dans! ce! cas,! le! double! brin! d’ARN! utilisé! est! un! petit! ARN! interférent!

(pARNi),! généralement! constitué!de!21!à!24!paires!de!bases,! qui! est! reconnu!dans!un!

premier!temps!par!le!complexe!enzymatique!RISC!(RNA!Interfrence+Silencing+Complex)28.!

Lors!du!processus!biologique!naturel,!ces!fragments!sont!obtenus!à!partir!d’une!longue!

séquence!d’ARN!qui!est!coupée!par!la!ribonucléase!Dicer.!Le!RISC!dissocie!le!double!brin!

en! restant! lié! au! brin! antisens! (ARNas)29! alors! que! le! brin! sens! est! dégradé! par! une!

composante!protéique!du!RISC,!l’endonucléase!AGO2!(Argonaute!protein).!Le!complexe!

RISCAARNas! devient! l’espèce! active!qui! agit! postAtranscription! avec! l’ARNm! ciblé.! En!
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présence! du! brin!ARNm! cible! complémentaire! au! brin! d’ARNas,! ils! s’assemblent! pour!

former!une!double!hélice!reconnue!par!AGO2!qui!dégrade!la!séquence!d’ARNm!cible30,+31.!

Ce!mécanisme!peut!être!déclenché!artificiellement!par!l’introduction!d’un!pARNi!naturel!

ou!modifié32,+33.!

!

L’accès! rapide! à! tout! type! de! séquences! (ADN! ou! ARN)! a! été! rendu! possible! par! le!

développement! de! techniques! automatisées! de! synthèse! et! en! particulier! par! les!

méthodes!supportées!(SPS).!!

!

III)&Les&oligonucléotides&de&synthèse&
! !

Les! oligonucléotides!peuvent! être! obtenus! selon!deux! approches!utilisant! aussi!

bien!des!unités!nucléotidiques!naturelles!que!modifiées.!

La!première!consiste!en!des!méthodes!de!synthèse!chimique,!en!solution!ou!sur!support!

solide!automatisées,!qui!permettent!d’obtenir!des!séquences!connues!via!les!approches!

phosphotriester,!HAphosphonate!ou!phosphoramidite.!

La! seconde,! par! voie! enzymatique,! utilise! des! méthodes! d’amplification! de! biologie!

moléculaire! qui! fournissent! des! séquences! à! partir! d’un! brin! initial! donné.! La! PCR!

(Polymerase+Chain+Reaction)!et!la!RCA!(Rolling+Circle+Amplification)!sont!deux!exemples!

de!techniques!très!utilisées.!

!

III.1)&Les&méthodes&de&synthèse&en&solution&&
!

Les! avancées! nécessaires! pour! mettre! en! place! les! techniques! actuelles! de!

synthèses! automatisées! d’oligonucléotides! ont! été! longuement! décrites! dans! la!

littérature34,+ 35.! Les! méthodes! utilisant! des! phosphotriesters! (Schéma! 1_a)! et! celles!

utilisant!des!HAphosphonates!(Schéma!1_b)!ont!été!les!premières!mises!au!point!par!les!

équipes! de! Todd! et! Michelson36,+ 37! en! 1950,! pionniers! dans! ce! domaine.! Ces! deux!

approches,! bien! qu’importantes! pour! l’époque,! présentaient! tout! de!même!des! faibles!

rendements! et! prévoyaient! l’utilisation! de! réactif! peu! réactifs! comme! le! composé!

phosphoré!pour!l’approche!phosphotriester!portant!un!phosphore!au!degré!d’oxydation!

V,!et! l’intermédiaire!diester!de! l’approche!HAphosphonate!extrêmement!sensible!à!une!

hydrolyse!basique.!
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!

!
Schéma& 1&:& a)& Première& synthèse& d’un& dinucléotide& par& la& méthode& au& phosphotriester&;& b)& Approche& H]
phosphonate.&

!
Les! travaux! d’autres! groupes38P43,! parmi! lesquels! figurent! ceux! de! Khorana44,+ 45,!

Letsinger46,+47! et! Eckstein! et!Rizk48,! ont! contribué! à! l’évolution!des! recherches!dans! ce!

domaine,! avec! en! particulier! l’amélioration! de! la! méthode! HAphosphonate! par!

l’utilisation! de! chlorure! de! pivaloyle49,+50! en! tant! qu’agent! de! couplage,! qui! est! de! nos!

jours!encore!très!utilisée.!L'introduction!de!l’approche!phosphoramidite!par!Beaucage!et!

Caruthers14! en! 1981! a! été! déterminante.! Cette! méthode,! parmi! les! plus! efficaces! est!

majoritairement!employée!à!ce!jour!et!c’est!celle!que!nous!avons!utilisée!(Schéma!2).!!

!
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!
Schéma&2&:&Approche&phosphoramidite.&

!
Du! fait! de! l’utilisation! de! composés! phosphorés! portant! un! phosphore! au! degré!

d’oxydation! III,! l’approche! phosphoramidite! présente! des! temps! de! couplages! moins!

longs!et!des! rendements!plus! élevés.!De!plus,!un!autre!avantage!notable!qui! en! fait! la!

méthode! de! choix! pour! des! synthèses! rationnelles! d’acides! nucléiques,! est! sa!

transposabilité!en!synthèse!supportée.!De!plus,!des!automates!de!synthèse!très!intuitifs!

conçus!spécialement!pour!cette!approche!ont!vu!le!jour.!!

!

III.2)&La&synthèse&sur&support&solide&
!

La!synthèse!supportée!pour!les!oligonucléotides!a!été! introduite!bien!après!que!

Merrifield!ait!introduit!cette!technique!pour!les!peptides.!En!1962,!l’équipe!de!recherche!

de! Letsinger! et! Mahdervan51,+ 52! a! créé! le! premier! support! copolymérique! à! base! de!

styrène,!d’acide!pAvinylbenzoique!et!de!pAvinylbenzène.!L’avantage!d’utiliser!un!support!

est! de! faciliter! la! séparation! des! produits! de! réaction! du! milieu! réactionnel.!

Actuellement,!les!supports!utilisés!sont!à!base!de!silice!(CPG!pour!Controlled+Pore+Glass)!

ou! de! dérivés! du! polystyrène! fonctionnalisés! par! des! groupements! qui! permettent!

l’ancrage! d’un! premier! nucléotide! sur! lequel! se! construit! la! chaîne! oligonucléotidique!

souhaitée.!Le!lien!le!plus!couramment!utilisé!est!le!lien!succinyle!qui!présente!l’avantage!

d’être!rompu!lors!de!la!dernière!étape!du!cycle.!Contrairement!à!l’élongation! in+vivo,! la!

synthèse!se!fait!dans!le!sens!3’!A>!5’!afin!que!le!couplage!implique!un!alcool!primaire!et!

non! pas! un! secondaire.! Le! processus! peut! être! schématisé! en! un! cycle! de! réactions!

chimiques! pour! chaque! unité! introduite.! Les! nucléotides! incorporés,! naturels! ou! non,!

portent!nécessairement!une!protection!de!type!4A4’Adiméthoxytrityle!(DMTr)!sur!le!OH!
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en! position! 5’,! un! groupement! phosphoramidite! en! position! 3’! et! des! groupements!

protecteurs!sur!les!fonctions!réactives!des!bases!(benzoyle!pour!le!NH2!de!la!cytosine!et!

l’adénine,! isobutyle!ou!DMF!(diméthylformamidino)!pour!le!NH2!de!la!guanosine!etc…)!

qui!sont!déprotégés!lors!d’une!même!étape!finale!par!traitement!ammoniacal.!

!

Le!cycle!de!réaction!complet!consiste!en!4!étapes!(Schéma!3)!:!

!

!
Schéma&3&:&Cycle&de&réactions&de&synthèse&supportée&automatisée&avec&la&méthode&phosphoramidite.&

!
1) Détritylation!:! Un! traitement! acide! avec! le! TCA! (acide! trichloroacétique)! est!

effectué! afin! d’éliminer! le! groupement! protecteur! DMTr! sur! la! fonction!

hydroxyle!en!5’!du!nucléoside!ancré!sur!le!support!ou!celle!de!la!dernière!unité!

introduite.!!

2) Etape! de! couplage!:! Le! nucléotide! phosphoramidite! à! introduire! est!

préalablement! activé! en! milieu! acide! faible! pour! former! le! tétrazolide!

intermédiaire! plus! réactif! par! déplacement! d’un! groupement!NiPr2! sur! l’atome!
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de!phosphore!par!le!1HAtétrazole.!La!fonction!5’AOH!libre!du!premier!nucléotide!

réagit!sur!le!phosphore!activé!du!second!nucléotide!afin!de!créer!un!phosphite.!!

3) Capping!:!Il!se!peut!que!certaines!fonctions!5’Ahydroxyles!libres!n’aient!pas!réagis!

et! sont! donc! acétylées! afin! d’éviter! d’obtenir! un! mélange! de! séquences!

tronquées.!

4) Oxydation!:! Le! lien! phosphite! formé! entre! les! nucléotides! est! oxydé,! en!

phosphotriester!pentaAcoordonné!plus!stable,!par!un!traitement!à!base!d’iode!et!

d’eau.!

!

Un!nouveau!cycle!recommence!pour!l’introduction!de!l’unité!suivante.!Certains!réactifs!

comme! l’acide! pour! la! détritylation,! modulé! en! fonction! du! pKa! désiré,! l’agent! de!

couplage,! le! 1AHAtétrazole! n’étant! commercial! qu’en! solution,! la! nature! de! l’agent!

d’oxydation! pour! le! phosphore,! peuvent! êtres! variables! et! sont! adaptés! aux!

modifications!à!introduire.!Le!taux!de!couplage!ainsi!que!le!rendement!de!chaque!cycle!

complet! peut! être! estimé! par! dosage! par! spectrométrie! visible! du! cation!

diméthoxytrytile! (DMTr+)! de! couleur! orange! formé! en! début! de! chaque! cycle! lors! de!

l’étape!de!détritylation.!!

Le! décrochage! de! l’oligonucléotide! du! support,! la! déprotection! des! bases! et! la! ßA

élimination!du!groupe!cyanoéthyle!sur!l’atome!de!phosphore!sont!réalisées!en!une!seule!

fois!par!un!traitement!ammoniacal!qui!constitue!l’étape!finale.!

!

Grace! à! cette! approche,! il! est! possible! d’obtenir! des! oligonucléotides! de!

séquences! connues! en! utilisant! des! phosphoramidites! commerciaux! ou! de! synthèse,!

naturels!ou!modifiés.!Bien!que!très!performante,!cette!méthode!présente!tout!de!même!

des! limites! notamment! en! terme! de! taille! des! oligonucléotides! (environ! 100! bases!

maximum).!L’approche!de!type!enzymatique!permet!de!faire!face!à!cette!limitation.!!

!

III.3)&L’approche&enzymatique&
!

L’approche!enzymatique!s’est!développée!grâce!aux!travaux!de!Spiegelman53!qui!

a! effectué! le! premier! test! d’évolution! in+ vitro! en! s’inspirant! du! processus! d’évolution!

darwinienne54,+55.! Elle! désigne! un! ensemble! de! méthodes! d’amplification! qui! utilisent!

une!!enzyme,!une!polymérase,!appelée!à!recopier!n!fois!(jusqu’à!108!fois)!une!séquence!
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donnée.! La! PCR! et! la! RCA56,+ 57! sont! deux! exemples58! de! techniques! utilisées.! La!

polymérase!utilise!une!amorce!(complémentaire!à!une!partie!de!la!séquence!donnée)!et!

des! nucléosides! triphosphates! (Figure! 10)! qui! sont! intégrés! dans! les! séquences!

«!copies!».!!

L’avantage!de!ces!approches!est!qu’il! est!possible!d’obtenir!un!nombre!conséquent!de!

séquences! à! partir! d’une! seule! fournie! en! un! temps! relativement! court! (ce! dernier!

dépendant! du! nombre! de! cycles! d’amplification! souhaité! et! de! la! longueur! de! la!

séquence!à!copier).!De!plus,!les!nucléosides!triphosphates!fournis!peuvent!être!modifiés!

à! condition! qu’ils! soient! acceptés! par! les! polymérases,! ce! qui! permet! d’obtenir! des!

séquences!modifiées!même!si!la!séquence!initiale!ne!l’est!pas.!!

!

!
Figure&10&:&Exemple&de&nucléoside&triphosphate&:&Adénosine&triphosphate.&

!
Une!des!méthodes!de!préparation!de!nucléosides! triphosphate!amplement!utilisée!est!

représentée!au!Schéma!459,+60.!

!

!
Schéma&4&:&Méthode&de&synthèse&Ludwig]Eckstein&de&nucléosides&triphosphates.&

!
Ces! deux! approches! présentées,! synthétique! et! enzymatique,! sont! très! utilisées! de!

nos!jours.!Les!deux!présentent!des!avantages!et!inconvénients.!L’approche!synthétique!

présente!des!limites!de!taille!des!séquences!et!de!quantité!des!oligonucléotides!pouvant!

être! obtenus,! ce! qui! n’est! pas! le! cas! via! une! approche! enzymatique.! L’utilisation! des!
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polymérases! présente! tout! de! même! des! restrictions! au! niveau! des! positions!

modifiables,!les!nucléosides!modifiés!n’étant!pas!tous!acceptés!par!ces!enzymes.!!

!

IV)&Les&modifications&
&

Pour! des! applications! thérapeutiques! in+ vivo,! il! est! nécessaire! que! les!

oligonucléotides!employés!soient!stables!vis!à!vis!de!la!dégradation!par!des!nucléases61P

63,! et! qu’ils! présentent! une! bonne! affinité! pour! la! cible! choisie! ainsi! qu’une! bonne!

biodisponibilité!(pénétration!cellulaire).!L’utilisation!d’oligonucléotides!non!modifiés!est!

pour! cela! limitée,! en! revanche! l’introduction! d’acides! nucléiques! portants! une! ou!

plusieurs!modification(s)!permet!de!faire!face!à!ces!problèmes.!!

Ces! dernières! peuvent! être! introduites! à! plusieurs! niveaux! au! sein! de! la! séquence!

oligonucléotidique! à! savoir! au! niveau! du! lien! phosphodiester! (Figure! 11_a),! du! sucre!

(Figure! 11_b),! et! de! la! base! azotée! (Figure! 11_c).! Elles! peuvent! être! appliquées! aux!

désoxyribo!ou!aux!ribonucléotides,!mais!nous!ne! ferons!pas!de!distinction!particulière!

entre!les!modifications!appliquées!à!l’une!ou!l’autre!famille!d’acides!nucléiques.!!

!

!
Figure&11&:&Sites&des&modifications&possibles&au&sein&de&séquences&oligonucléotidiques.&

!
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Les!deux!techniques!présentées!pour!l’obtention!d’oligonucléotides,!par!synthèse!

chimique! ou! par! approche! enzymatique,! permettent! d’obtenir! des! séquences!

oligonucléotidiques! qui! acceptent! des! substrats!modifiés,! notamment! sur! les! bases! et!

sur!le!sucre.!En!revanche,!la!présence!d’un!groupement!triphosphate!dans!le!cadre!de!la!

voie!enzymatique,!limite!les!modifications!au!niveau!du!squelette!phosphodiester64.!

Il!est!possible!de!distinguer!deux!catégories!de!modifications!:!!

A! ! les!modifications!stabilisantes!introduites!pour!améliorer!les!propriétés!intrinsèques!

des!acides!nucléiques!;!

A! les! modifications! fonctionnalisantes! qui! permettent! de! conférer! de! nouvelles!

propriétés!aux!acides!nucléiques.!!

!

IV.1)&Les&modifications&stabilisantes&&
&

L’introduction! de! ces! modifications! a! pour! but! d’améliorer! la! stabilité! des!

structures!secondaires!formées!comme!la!double!hélice,!ou!encore!permet!de!faire!face!

aux! problèmes! de! faible! biodisponibilité! et! d’instabilité! face! à! la! dégradation! des!

nucléases65P67.!

!

IV.1.a)!Les!modifications!du!lien!phosphodiester!
!

Dans! le! but! d’améliorer! la! résistance! envers! les! nucléases,! les! principales!

modifications!portent!sur!le!lien!internucléotidique,!site!de!coupure!de!l’oligonucléotide!

par!hydrolyse!du! lien!phosphodiester.! Pour! cela!de!nombreuses!modifications!ont! été!

réalisées,! en! conservant! ou! pas! le! lien! phosphodiester! (Figure! 12_1A4),! et! en! ajoutant!

des! groupements! fonctionnels,! soit! en! substituant! complètement! le! lien!par!une!autre!

entité!(Figure!12_5A7).!

!
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!
Figure&12&:&Exemples&de&modification&du&lien&phosphodiester&

!
Les!analogues!phosphorothioates68(Figure!12_1)! figurent!parmi! les!premiers!exemples!

de!nucléotides!modifiés!sur! le! lien! internucléotidique.!La!substitution!d’un!des!atomes!

d’oxygène! non! impliqués! dans! la! formation! du! lien! phosphodiester! par! un! atome! de!

soufre!réduit!drastiquement!l’effet!de!dégradation!de!la!part!des!nucléases.!L’unité!N3’A

phosphoramidate69!(Figure!12_2)!adopte!une!conformation!Nord!du!sucre,!ce!qui!en!fait!

de! bons! mimes! d’ARN! une! fois! introduits! au! sein! de! séquences70.! Les! modifications!

phosphonoacétates!et!phosphonothioacétates!(Figure!12_3)!développées!par!l‘équipe!de!

Caruthers71!sont!intéressantes!car!l’amélioration!de!la!stabilité!in+vivo!des!brins!portant!

ces!modifications!est!accompagnée!d’une!meilleure!biodisponiblité!de!ces!derniers!par!

rapport! aux! non! modifiés.! En! effet,! l’absence! de! charge! du! précurseur! méthyl! ester!

neutre! facilite! sa! pénétration! cellulaire! et! l’action! des! estérases! cellulaires! permet! le!

relargage!de! la! forme!anionique!active!au!sein!du!noyau!dans! le!cadre!d’une!approche!

proAdrogue71,+72.! L’introduction! d’un! lien! boranophosphate! (Figure! 12_4)! au! sein! d’un!

brin!a!montré!son!fort!potentiel!en!tant!que!suppresseur!de!gène73! lors!d’une!stratégie!

génique! de! type! ARNi74! (Chapitre! 1.II.3).! Les! acides! nucléiques! contraints! (CNA),!

présentent,!quant!à!eux,!un!lien!internucléotidique!verrouillé!en!une!conformation!bien!

précise! grâce! à! un! cycle! dioxaphosphorinane.! La! Figure! 12_5! décrit! un! exemple!

développé! par! notre! équipe75,! le! α,βADACNA! portant! la! configuration! RC5’,SP.!

L’introduction! de! ce! cycle! au! sein! d’une! séquence! induit! une! hyperAstabilisation! des!
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duplex! ADN!:! ADN! avec! un! ΔTm/mod! de! +5! °C! grâce! à! son! caractère! de!mime! de! la!

conformation!canonique!de!la!double!hélice!ADN!adoptée!par!le!lien!phosphodiester.!Le!

remplacement!total!du!lien!phosphodiester!par!un!lien!amide!(Figure!12_6)!a!aussi!été!

évalué76! et! a! montré! une! excellente! capacité! de! mime! du! lien! internucléotidique!

notamment!au!sein!de!duplex!de!type!B.!Des!modifications!beaucoup!plus!ambitieuses,!

car! s’affranchissant! totalement! du! lien! phosphodiester,! comme! le! lien! 2’A5’!

squaryldiamide77! (Figure! 12_7)! ou! le! triazole78! dans! les! TLDNA! (Triazole+ linked+ DNA)!

(Figure! 12_8),! apportent! des! propriétés! d’hybridation! uniques! aux! séquences! ou!

induisent! une! stabilisation! importante! des! duplex! formés! une! fois! introduits.! Pour! le!

premier,! l’existence! de! la! forme! tautomérique! présente! une! distribution! de! charge!

similaire! à! celle! du! lien! phosphodiester,! et! permet! des! appariements! de! type!Wobble!

dans! l’ADN! avec! la! base! thymine! portant! la! modification! qui! s’apparie! avec! la! base!

guanine.!Et!pour!le!deuxième!l’absence!de!charge!négative!apportée!par!la!modification!

triazole!permet!une!faible!répulsion!électrostatique!ce!qui!explique!une!stabilisation!du!

double!brin!formé!avec!son!brin!complémentaire!de!41!°C!par!rapport!à!l’équivalent!non!

modifié!sur!une!séquence!d(T10).!

!

IV.1.b)!Les!modifications!du!sucre!
!

La! modulation! et! le! contrôle! de! la! conformation! préférentielle! du! sucre! a! un!

impact!immédiat!sur!la!stabilité!et!le!type!de!structure!secondaire!obtenu!(double!hélice!

A! ou! B! par! exemple).! La! conformation! adoptée! par! le! sucre! est! gouvernée! par! l’effet!

gauche!et!anomérique!des!substituants!sur!le!cycle!furanosique.!La!présence!d’éléments!

structurants!supplémentaires!imposant!une!conformation!bien!définie!se!traduit!par!la!

préAorganisation!du!brin!modifié!en!la!structure!secondaire!associée.!

!

Concept!de!préAorganisation!

!

Le!concept!de!préAorganisation!a!été! introduit!pour! la!première! fois!par!Cram79!

afin!de!décrire!la!relation!ligandAaccepteur!de!deux!ou!plusieurs!molécules!et/ou!ions!au!

sein!d’un!complexe.!Les!liaisons!peuvent!être!covalentes!ou!non,!en!fonction!de!la!nature!

des!partenaires.!D’un!point!de!vue!entropique,!le!processus!de!formation!d’un!complexe!

est!défavorable!en!raison!de!la!perte!des!degrés!de!liberté!et!de!libre!rotation!autour!de!
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certaines!liaisons.!Ce!phénomène!est!d’autant!plus!accentué!que!les!molécules!d’intérêt!

sont! flexibles.!Cependant!si! le! ligand!en!question!est!déjà!préAstructuré,! ‘préAorganisé’,!

en! la! conformation! requise! pour! la! formation! du! complexe,! le! coût! entropique! sera!

moindre.!De!plus,!comme!dans!le!cas!des!acides!nucléiques,!les!liaisons!hydrogène!et!le!

stacking!des!bases!au!sein!des!structures!secondaires,!induisent!un!gain!enthalpique!qui!

compense!en!partie!la!perte!entropique80!(Figure!13).!

!

!
Figure&13&:&Facteurs&influençant&l’appariement&et/ou&le&désappariement&des&brins.&

!
Pour!cela!l’introduction!au!sein!des!séquences!nucléotidiques!d’unités!modifiées!

ou! d’éléments! qui! rappellent! la! conformation! adoptée! par! la! structure! secondaire!

souhaitée!peut!se!révéler!bénéfique.!

!

Les!modifications!apportées!au!sucre!(ribose!ou!2’Adésoxyribose)!ont!donc!pour!objectif!

de!réduire!sa! flexibilité!en! imposant! la!conformation!choisie!Nord!ou!Sud!(C3’endo!ou!

C2’endo)! pour! le! cas! du! duplex.! Cette! approche! a! été! particulièrement! utilisée! en!

stratégie!antisens!par!exemple!(Chapitre!1_II_1)!en!imposant!aux!nucléotides!ADN!une!

conformation!Nord.!Ils!deviennent!ainsi!de!bons!mimes!d’ARN!et!peuvent!alors!interagir!

de!manière!plus!efficace!pour!former!un!hétéroduplex!ADN!:!ARN!le!plus!stable!possible.!

Dans!le!cas!des!sucres!aussi,!le!cycle!furanose!peut!être!conservé!en!partie!ou!totalement!

remplacé!(Figure!14).!!

!

Appariement
Désappariement

Simples/brins/favorisés/par/l'entropie:
6/libre/rotation/des/liaisons
6/liberté/de/rotation/et/translation

Formation/d'un/double/brin/favorisée/par/l'enthalpie:
6/liaisons/hydrogène
6/empilement/des/bases

Simples!brins!favorisés!par!l’entropie!: 
- libre!rotation!des!liaisons!;!
- liberté!de!rotation!et!translation.!

Formation!d’un!double!brin!favorisée!par!l’enthalpie!: 
- liaisons!hydrogène!;!
- empilement!des!bases.!
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!
Figure&14&:&Exemples&de&nucléotides&modifiés&au&niveau&du&sucre.&

!

La!modification!OMe!en!position!2’!est!l’une!des!plus!utilisées!(Figure!14_1).!Outre!l’effet!

de!stabilisation!envers! les!nucléases,! la!présence!du!groupement!2’AOMe! implique!une!

conformation! Nord81! du! sucre! qui! augmente! l’affinité! pour! des! brins! ARN!

complémentaires82! et! fait! de! cet! analogue! un! excellent! candidat! pour! des! stratégies!

géniques! d’interférence! par! ARN! (Chapitre! 1_II_3).! L’introduction! d’un! substituant!

électronégatif,!comme!un!atome!de!fluor!dans!le!cas!du!2’FARNA83!et!du!2’FAANA84!(2’FA

Arabinose+Nucleic+Acid)!(Figure!14_2)!fortifie!les!liaisons!hydrogène!et!le!stacking!entre!

les!bases!et,!en!fonction!de!la!position,!favorise!par!effet!gauche!un!des!deux!épimères!

du!cycle!(2’FARNA!Nord,!et!2’FAANA!Sud)!en!stabilisant!les!duplex!formés!(+1,8!°C/mod.!

pour! 2’FARNA! et! +8! °C/base! pour! 2’FAANA).! Les! équipes! de!Wengel85! et! Imanishi86! se!

sont!notamment!intéressées!à!la!famille!des!nucléosides!LNA!(Locked!Nucleic!Acids)!ou!

BNA!(Bridged!Nucleic!Acids)!qui!sont!des!composés!biAcycliques!avec!un!pont!reliant!la!

position! 2’AO! à! la! position! 4’AC! (Figure! 14_385! et! 14_487)! ou! à! la! position! 1’! (Figure!

14_588).! La! présence! de! ce! lien! induit! une! restriction! conformationnelle! favorisant! et!

stabilisant! les!doubles!hélices!(préAorganisation!des!brins)!avec!une!augmentation!des!

Tm!(de!4!°C!à!+16!°C/mod.)!par!rapport!aux!analogues!non!modifiés.!La!présence!du!lien!

aminoAoxy!permet!in+vitro!une!!activité!antisens!accrue!par!rapport!aux!autres!composés!

biAcycliques.! Leumann! a! également! développé! des! nucléotides! bicycliques89! (Figure!

14_6)! et! tricycliques90! (Figure! 14_7)! visant! à! apporter! de! la! rigidité! aux! sucres.! A!

l’opposé,! dans! les! unités! comme! les! UNA! (Unlocked! Nucleic! Acids)! (Figure! 13_891)! la!

liaison! C2’AC3’! a! été! supprimée! ce! qui! confère! une! flexibilité! marquée! aux! brins.! La!
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présence! de! ce! type! de!modification! au! sein! d’une! séquence! a! montré! une!meilleure!

interaction!avec!les!enzymes!de!dégradation!RNase!H.!La!conformation!peut!aussi!être!

modulée! en! faisant! varier! la! taille! du! cycle! du! sucre! comme! dans! le! cas! des! CeNA!

(Cyclohexene! Nucleic! Acids)! (Figure! 14_992)! ou! HNA! (Hexitol! Nucleic! Acids)! (Figure!

14_1093)! qui! ont! un! cycle! à! six! chainons! avec! ou! sans! oxygène! interAcyclique,! et! qui!

induisent! une! stabilisation! cette! foisAci! envers! les! nucléases.! Dans! les! deux! derniers!

exemples!présentés,! à! la! fois! le! sucre!et! le!phosphodiester!ont!été!modifiés,! les!unités!

morpholiniques94!(Figure!14_11)!et!les!PNA!(Peptide+Nucleic+Acids)!(Figure!14_1295)!qui!

sont! caractérisés! par! le! squelette! dépourvu! de! charge! négative! ce! qui! contribue! à! la!

stabilisation! des! brins.! Dans! le! cas! des! PNA,! dépourvus! du! cycle! furanosique,! la!

reconnaissance!interAbrins!reste!possible!grâce!à!la!présence!des!bases!azotées96!ce!qui!

permet!la!formation!de!duplex!très!stables.!!

!

IV.1.c)!Les!modifications!des!nucléobases!
!

Dans! la! littérature! les! exemples! de!modifications! stabilisantes! des! nucléobases!

sont!moins!nombreux.! L’objectif! principal! étant! d’améliorer! la! stabilité! thermique!des!

duplex,! il! est! nécessaire! de! maintenir! les! liaisons! hydrogène! et! de! conserver! une!

organisation! spatiale! adéquate! des! bases.! Cela! restreint! le! champ! des! possibilités! de!

modifications!qui!sont!donc!souvent!introduites!simultanément!sur!les!deux!partenaires!

d’une!paire!de!base!impliqués!dans!l’appariement.!!

!

!
Figure&15&:&Exemples&de&modifications&de&la&base&azotée.&

!
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L’introduction!d’un!halogène!sur!la!base!uracile!en!position!5!tel!que!l’atome!d’iode!dans!

le! 5AiodoAuracile! (Figure! 15_1)! et! l’atome! de! brome! dans! le! 5AbromoAuracile! (Figure!

15_2)! ou! l’ajout! d’un! groupement! amino! sur! le! noyau! adénine! (Figure! 15_3)! renforce!

l’appariement!avec!leur!base!complémentaire!canonique97.!En!effet,!la!2,6Aaminoadénine!

portant!un!groupement!donneur!de!liaison!hydrogène!supplémentaire,!peut!établir!trois!

liaisons!hydrogène!avec! la!base!complémentaire! thymine.!L’introduction!des!paires!de!

bases!plus!volumineuses,!comme!le!dxA!(benzoadénine!nucléoside)!(Figure!15_4)!et! le!

dxT! (benzothymine! nucléoside)! (Figure! 15_5)! en! remplacement! de! l’adénine! et! de! la!

thymine! respectivement! qui! ont! un! cycle! benzénique! supplémentaire! sur! la! base98,!

induit!une!augmentation!de!l’espace!interAbrins!lors!de!l’appariement.!Cependant,!même!

si! la! nature! des! liaisons! hydrogène! reste! la!même,! le! duplex! résultant! se! révèle! plus!

stable! grâce! à! une! zone! de! stacking! plus! étendue.! Un! système! exclusivement!

pyrimidique! a! aussi! été! imaginé! dans! lequel! les! bases! guanine! et! adénine! sont!

remplacées! par! iG*! (pour! isoguanidine)! et! iC*! (pour! isocytosine)! qui! conservent! leur!

capacité! à! former!des! liaisons!hydrogène! (Figure!15_6!et! 15_7).!De!plus,! pour! chaque!

base!modifiée,!une! liaison!acétylène!relie! la!base!à! la!position!1’!du!sucre!pour!que!ce!

dernier! adopte! une! conformation! stable! avec! des! Tm! des! duplex! proches! des!

équivalents!non!modifiés99!(Figure!15_6!à!15_9).!

!

Grace! à! ces! différents! types! de!modifications,! la! stabilité! des! acides! nucléiques!

synthétisés! peut! être! améliorée! et! modulée! en! fonction! de! l’application! souhaitée.!

Cependant,! il! n’est! pas! possible! de! définir! la! meilleure! modification! testée! car! cela!

dépend!essentiellement!du!type!d’application!envisagée.!!

Il! est! également! possible! de! conférer! de! nouvelles! propriétés! aux! acides!

nucléiques!par!ajout!de!fonctions!chimiques!supplémentaires.!!

!

IV.2)&Les&modifications&fonctionnalisantes&
&

&
Avant!d’aborder!cette!partie,!il!est!utile!de!définir!la!différence!entre!les!concepts!

de! fonctionnalisation! et! de! conjugaison.! Ces! deux! concepts,! pas! systématiquement!

différenciés! dans! la! littérature! peuvent! se! confondre.! Dans! ce! manuscrit,! ces! deux!

concepts!seront!traités!comme!suit.!
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La! fonctionnalisation! a! lieu! lorsque! une! fonction! chimique! supplémentaire! est!

introduite!sur!un!oligonucléotide!pendant!la!synthèse!de!ce!dernier.!Elle!peut!se!faire!en!

introduisant! au! sein! de! la! séquence! un! nucléotide! portant! déjà! la! fonction! chimique!

souhaitée!(il!s’agit!dans!ce!cas!d’unité+fonctionnalisée),!ou!en!introduisant!un!nucléotide!

qui! porte! un! groupement! chimique! réactif! (nous! parlerons! dans! ce! cas! d’unités+

convertibles100,+101)!qui!permet! l’ancrage!postAsynthèse!sur! l’oligonucléotide!d’une!autre!

entité!par!conjugaison102!(Schéma!5).!

!

!
Schéma&5&:&Fonctionnalisation&d’acides&nucléiques.&

!
La!conjugaison!a!donc!lieu!sur!un!oligonucléotide!déjà!formé!par!création!d’une!liaison!

covalente!et!peut!se!faire!en!faisant!réagir!les!extrémités!libres!des!brins!synthétisés!ou!

par!réaction!chimique!sur!un!oligonucléotide!possédant!un!nucléotide+convertible.!!

Dans! tous! les! cas,! pour! une! approche! de! fonctionnalisation! ou! de! conjugaison,! les!

modifications! ajoutées! doivent! être! compatibles! avec! la! méthode! de! synthèse! de!

l’oligonucléotide!choisie.!!

!
Les! entités! portant! des! fonctions! chimiques! supplémentaires,! sont!

particulièrement! intéressantes! car! elles! ouvrent! les! portes! sur! une! multitude!

d’applications!dans!de!nombreux!domaines!comme!celui!des!nanotechnologies103P105,!du!

diagnostic106,!de!la!thérapeutique107!ou!de!la!catalyse108!.!

Nous!présenterons!les!résultats!de! la! littérature!concernant! les!unités!fonctionnalisées!

et! les! triphosphates,! puis! ceux! concernant! les! unités! convertibles! permettant! la!

conjugaison.!

Nucléotide fonctionnalisé

Nucléotide convertible

Synthèse automatisée 
d'oligonucléotides

Fonction chimique réactive
(alcyne, ester, électrophile...)

Conjugaison

Brin fonctionnalisé

Fonction chimique souhaitée

Y

X

X = Y = Fonction chimique 
réagissant avec X
(azoture, amine, thiol...)

Brin convertible

X
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!

IV.2.a)!Les!triphosphates!et!les!phosphoramidites!fonctionnalisés!
!

Les! nucléosides! triphosphates! sont! les! substrats! des! polymérases! permettant!

l’obtention!de!séquence!oligonucléotidiques!via! les!méthodes!enzymatiques.!Pour!cette!

dernière! il!n’est!pas!possible!d’introduire!une!seule!modification!au!sein!d’un!brin!car!

aucune!discrimination!n’est!effectuée!par! les!polymérases!visAàAvis!de! l’équivalent!non!

modifié! (à! défaut! ni! le! nombre! de! modifications! incorporées,! ni! la! position! de! ces!

dernières! ne! peut! être! contrôlée).! Pour! l’obtention! du! brin,! il! faut! fournir! à! la!

polymérase! l’unité! triphosphate! portant! déjà! la! modification! souhaitée! et! que! cette!

dernière! soit! acceptée! par! l’enzyme.! C’est! pourquoi! les! positions! modifiables! sont!

limitées! et! en! particulier,! les! fonctionnalisations! sur! le! sucre! et! sur! le! groupement!

phosphodiester! sont! très! mal! tolérées! par! les! polymérases.! En! revanche,! l’ajout! de!

groupements! chimiques! sur! les! bases! azotées! en! position! 5! des! pyrimidines,! et! en!

position!7!des!7AdéazaApurines,!est!très!bien!accepté!par!les!enzymes.!A!ces!positions,!les!

modifications!n’influencent!pas! l’appariement!des!bases! et! sont!dirigées!vers! le! grand!

sillon!de!la!double!hélice.!Des!études!cristallographiques!récentes109!ont!montré!que!les!

polymérases! utilisées! se! structurent! en! formant! des! cavités! acceptant! même! des!

nucléosides! triphosphates! portant! des! groupements! très! volumineux! sur! leurs! bases.!

Cependant! en! 2008! l’équipe! de! Perrin110! a! réussi! à! incorporer! un! nucléoside!

triphosphate!purinique!modifié!en!position!8,! la!CA8AimidazoleA2’Adésoxyadénosine,!via!

une! polymérase,! la! Sequenase+ V2.0! lors! d’une! campagne! de! recherche! d’un! candidat!

DNAzyme.! Ce! résultat! est! une! première! car! généralement! les! modifications! en! cette!

position!sont!mal! tolérées!puisque! la!base!a! tendance!à!adopter!une!conformation!syn!

par!rapport!au!sucre!afin!de!minimiser!les!interactions!stériques!défavorables111!ce!qui!

n’est!pas!accepté!par!les!polymérases.!

Du!point!de!vue!de! la!synthèse!des!nucléosides! triphosphates,! l’introduction!de!

modifications!est!possible!(Schéma!6_a),!même!en!présence!de!groupements!hautement!

nucléophiles! (comme! par! exemple! des! amines! aliphatiques! ou! des! guanidines)! qui!

nécessitent!d’être!protégés!au!préalable!(Schéma!6_b).!!

!
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!
Schéma& 6&:& Approches& possibles& pour& l’introduction& de& modification& sur& des& synthons& triphosphates&:& a)&
Modification&non]nucléophile&;&b)&Modification&nucléophile&protégée&avant&phosphorylation&;&c)&Modification&
introduite&par&couplage&pallado]catalysé.&

!
En!complément,! le!développement!des!réactions!de!couplage!croisé!pallado!catalysées!

dans!l’eau!s’est!révélé!très!utile.!La!phosphorylation!est!faite!sur!le!nucléoside!halogéné!

sur! la! position! où! sera! introduite! la! modification! (Schéma! 6_c).! Les! méthodes! de!

couplage!les!plus!employées!sont!celles!de!Sonogashira112!et!SuzukiAMiyaura113,!mais!des!

exemples!récents!de!couplage!de!Heck114!sur!des!triphosphates!ont!aussi!été!reportés.!

Dans! le! cas! d’une! approche! phosphoramidite,! l’ajout! de! fonctionnalités!

supplémentaires! est! étudié! de!manière! à! être! compatible! avec! les! étapes! de! synthèse!

automatisée.!Quatre!étapes!de!réactions!réitérées!pour!chaque!nucléotide!introduit!sont!

nécessaires,!dont!un!traitement!et!une!activation!en!milieu!acide,!une!étape!d’oxydation!

et!un!traitement!basique!final!qui!doivent!être!compatibles!avec!la!fonction!à!introduire.!

La!position!de! la!modification!et! sa! taille! sont!aussi!des! facteurs!à!prendre!en!compte!

pour!ne!pas!perturber!la!synthèse!automatisée,!mais!le!choix!est!plus!varié!par!rapport!à!

l’approche!enzymatique.!De!plus,!les!modifications!peuvent!être!introduites!ailleurs!que!

sur!la!nucléobase.!

!
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Sont! reportés! ciAaprès! quelques! exemples! de! nucléosides! fonctionnalisés!

acceptés! par! les! polymérases! ou! compatibles! avec! la! synthèse! automatisée! pour! des!

applications!des!plus!variées115.!

!

!
Figure&16&:&Exemples&de&nucléosides&triphosphates&et&de&phosphoramidites&fonctionnalisés.&

!

Pour! des! applications! bioAanalytiques116,+117,! des! oligonucléotides! couplés! à! des!

groupements! redox! ont! été! testés.! Les! équipes! de! Hocek! et! Fojta! se! sont!

particulièrement! intéressés! à! ces! systèmes! et! utilisent! des! nucléosides! triphosphate!

modifiés! par! un! ferrocène118! (Figure! 16_a),! des! complexes! métalliques! à! base! de!

ruthénium!ou!d’osmium119!greffés!par!couplage!croisé!pallado!catalysé!(Figure!16_b),!ou!

encore! une! antraquinone120! introduite! par! réaction! de! Sonogashira! (Figure! 16_c).! Le!

marquage! fluorescent! d’acides! nucléiques! est! une! pratique! très! répandue! notamment!

dans! le! domaine! du! séquençage112! et! du! diagnostic.! De! nombreux! composés! dont! la!

fluorescence! est! modulée! en! fonction! de! l’environnement121! (pH! ,! nature! du! solvant)!

permettent!par!exemple!la!détection!d’interactions!ADNAprotéine122,+123!ou!d’erreurs!de!

complémentarité!des!bases! (mismatch)!au! sein!d’une! séquence124,+125! (Figure!16_dAf124,+

126,+127).!

Une!attention!particulière!est!à!apporter!au! lien!utilisé!pour!relier! la!modification!à! la!

base.!Dans!le!cas!des!triphosphates!celui!ci!est!souvent!un!lien!acétylène!car!il!contribue!

à!en!faire!de!bons!substrats!pour!les!polymérases!et!présente!un!avantage!synthétique!
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en! permettant! entre! autre! de! réaliser! des! couplages! pallado! catalysés! de! type!

Sonogashira.!

Dans! le! cas! d’une! approche! phosphoramidite,! les! modifications! peuvent! aussi! être!

introduites!ailleurs!que!sur!la!base.!A!titre!d’exemple,!toujours!pour!des!applications!en!

diagnostic,!l’équipe!de!Wengel128!a!développé!des!phosphoramidites!portant!un!pyrène!

fluorescent!en!position!2’!sur!un!composé!2’aminoALNA!afin!de!combiner!la!propriété!de!

fluorescence!avec!celle!de!stabilisation!des!duplex!(Figure!15_g).!!

!

Cependant!certains!groupements!chimiques!ne!peuvent!pas!être!introduits!sur!un!

nucléotide! triphosphate! (car! non! tolérés! par! les! polymérases)! ou! sur! un!

phosphoramidite! (car! instables! face! aux! méthodes! de! synthèse! supportée).! Pour!

contourner! ces! problèmes,! il! est! nécessaire! d’avoir! recours! à! des! unités! modifiées!

convertibles! permettant! d’introduire! la! modification! désirée! après! la! synthèse! de! la!

séquence.!Dans!ce!cas!théoriquement!l’obtention!de!tout!type!de!brin!fonctionnalisé!est!

possible! par! conjugaison.! En! utilisant! des! nucléotides! fonctionnalisés! l’approche!

synthétique! est! plutôt! linéaire,! nécessitant! de! nombreuses! étapes! de! réaction! pour!

obtenir! le! nucléotide! fonctionnalisé! souhaité,! incorporé! au! sein! d’un! seul! brin.! En!

revanche,! les! nucléotides! convertibles! permettent! une! approche! de! synthèse! plutôt!

divergente.! A! partir! d’un! seul! brin! il! est! possible! d’obtenir! plusieurs! brins!

fonctionnalisés!par!conjugaison!avec!des!entités!chimiques!différentes.!

!

IV.2.b)!Les!unités!convertibles!et!le!concept!de!conjugaison!
!

Le!processus!de!conjugaison102,+129! permet!d’améliorer! les!propriétés!des!acides!

nucléiques! (stabilité,! biodisponibilité,! affinité! envers! la! cible…)!mais! aussi! de! leur! en!

conférer! de! nouvelles! par! greffage! covalent! par! exemple! de! protéines,! de! sucres,!

d’anticorps,! de! lipides! aux! extrémités! libre!5’AOH!ou!3’AOH,! ou! au! sein!de! la! séquence!

d’oligonucléotides.! Dans! ce! dernier! cas,! l’introduction! d’une! unité! convertible! est!

nécessaire!par!voie!enzymatique!ou!synthétique.!!

!

La! conjugaison! est! réalisée! soit! en! solution,! soit! sur! support! solide! et! dépend!

essentiellement! du! type! de! résidu! à! greffer! sur! la! séquence! ou! de! l’efficacité! d’une!

approche!par!rapport!aux!autres!en!termes!de!rendement!ou!de!pureté!(Schéma!7).!!
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!

!
Schéma&7&:&Méthode&de&conjugaison&en&solution&(a)&et&sur&support&solide&(b).&

!
L’approche!en!solution!prévoit!la!synthèse!de!l’oligonucléotide,!le!décrochage!du!

support,! une! étape! de! purification! et! la! conjugaison! avec! le! groupement! à! greffer!

(Schéma!7_a).!Alternativement,!en!fonction!de! la!nature!du!conjugué,! il!est!possible!de!

choisir!une!approche!supportée!(Figure!7_b).!La!modification!peut!être!un!composé!dont!

la! synthèse! est! possible! sur! le! support! solide! (comme!dans! le! cas! de! polypeptides! ou!
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polysaccarides)! et! est! effectuée! à! la! suite! de! celle! de! l’oligonucléotide! (Schéma!

7_b_voie1).!La!modification!peut!aussi!être!greffée!via!l’ajout!d’un!nucléotide!convertible!

et!la!conjugaison!est!effectuée!avant!l’étape!de!déprotection!et!coupure!du!lien!supportA

oligonucléotide!(Schéma!7_b_voie2).!!

!

Des!nucléotides! convertibles!portants!plusieurs! types!de! fonction! chimique!ont!

été! synthétisés129! afin! de! former! des! liens! de! type! thiourée,! imine,! hydrazone,! oxime,!

disulfide! qui! relient! le! nucléotide! à! la! fonctionnalité! désirée.! A! la! figure! 17! sont!

représentés! des! exemples! de! nucléotides! convertibles! fréquemment! utilisés.! Une!

fonction!azoture!a!été!utilisée!(Figure!17_a)!afin!de!créer!des!liens!amide!par!ligation!de!

Staudinger130.! Un! groupement! diène! (Figure! 17_b)! a! été! introduit! pour! permettre! des!

réactions!de!DielsAAlder!131.!Des!bases!azotées!portant!un!atome!d’halogène!en!position!

5! sont! utilisées! pour! des! couplages! catalysés! type! SuzukiAMiyaura! par! exemple132!

(Figure!17_c).!!

!

!
Figure&17&:&Exemples&de&nucléotides&triphosphate&convertibles&employés.&

!

Sur!ces!unités!convertibles!il!est!possible!de!greffer!tout!type!de!conjugué!post!synthèse!

de!l’oligonucléotide.!Sont!aussi!disponibles!des!unités!nucléosidiques!commerciales!déjà!

fonctionnalisées!comme!celles!proposées!par!ChemGenes!et!Glen!Research!par!exemple!

(Figure!18).!!
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!
Figure&18&:&Exemples&de&nucléotides&phosphoramidite&convertibles&commercialisés&par&Glen&Research&(a&et&b)&
et&par&ChemGenes&(c&et&d).&

!

Dans!ce!contexte,!l’esprit!des!réactions!dites!de!«!chimieAclick!»!trouve!largement!

son! utilité133.! La! réaction! de! cycloaddition! 1,3Adipolaire! de! Huisgen! catalysée! par! du!

Cuivre! (I)! (CuAAC)!est! ainsi!une!méthode!de! conjugaison! largement!utilisée134P136.! Elle!

peut!être!réalisée!en!milieu!aqueux,!et! cet!atout!majeur!explique!son! large!emploi! sur!

des!composés!biologiquement!actifs.!!

Les! deux! fonctions! chimiques,! un! alcyne! et! un! azoture,! peuvent! être! introduites!

facilement!au!sein!des!oligonucléotides.!Cependant! la! fonction!azoture,!si!présente!sur!

un!phosphoramidite,!réagit!avec!le!P(III)!de!ce!dernier!selon!une!réaction!de!Staudinger!

pour!donner!un!iminophosphorane,!certes!avec!une!vitesse!de!réaction!qui!est!plus!lente!

que! le!processus!de!couplage.!Donc! la! fonction!alcyne!est!généralement! introduite!sur!

les! phosphoramidites! et! la! fonction! azoture! sur! le! partenaire! à! conjuguer! afin! de!

s’affranchir!de!ces!problèmes.!Plusieurs!revues135,+137!rapportent!des!fonctionnalisations!

et!conjugaisons!par!réaction!CuAAC,!pour!le!greffage!de!molécules!fluorescentes!comme!

un! dérivé! de! la! fluorescéine! composé! très! utilisé! pour! des! études! biologiques! (Figure!

19_a),!de!sucres,!tels!que!le!glucose!ou!le!galactose!(Figure!19_b)!qui!sont!des!aldéhydes!

masqués!pour!réaliser!des!essais!colorimétrique!à!l’argent,!ou!encore!des!fluorophores!

masqués,! comme! la! coumarine! dont! la! florescence! se! révèle! seulement! si! elle! est!

conjuguée!via!un!triazole138!(Figure!19_c).!!
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!
Figure& 19&:& Dérivés& portant& une& fonction& azoture& pour& effectuer& une& conjugaison& via& CuAAC&:& a)& de& la&
fluorescéine&;&b)&du&glucose&et&du&galactose&;&c)&de&la&coumarine.&

!
Le! caractère! modulable! et! biocompatible! de! ce! processus! de! cycloaddition! CuAAC! a!

permis! d’avoir! accès! à! des! systèmes! plus! complexes.! Le! concept! «!clickAclickAclick!»!

développé!par!l’équipe!de!Carell139!permet,!par!exemple,!une!triple!conjugaison!par!trois!

azotures! différents! grâce! à! l’utilisation! de! groupements! protecteurs! silylés! sur! les!

fonctions!alcynes!qui! sont!éliminés! séquentiellement!et!autorise! trois!CuAAC!avec!des!

partenaires!différents!en!contrôlant!le!site!d’introduction!de!chacun!(Schéma!8).!!

!

!
Schéma&8&:&Concept&«&click]click]click&»&pour&une&triple&fonctionnalisation&d’oligonucléotides&avec&différents&
azotures.&

!
Des!macrosystèmes!beaucoup!plus!complexes!ont!aussi!été!développés,! comme!

celui! des! glycoApuces! étudiées! par! l’équipe! de! Morvan! et! Vasseur140,+ 141! pour! la!

reconnaissance!de!lectines,!LecAA!(spécifique!du!DAgalactose)!et!LecAB!(spécifique!du!LA

fucose),! impliquées! dans! la! virulence! de! la! bactérie!Pseudomonas+aeruginosa! (PA).! Le!

macrosystème!est!bâti!sur!un!support!solide!permettant!à! la!fois! la!synthèse!d’un!brin!

oligonucléotidique,! et,! grâce! à! la! présence! d’une! fonction! azoture,! la! conjugaison! par!

réaction!de!CuAAC!d’une!plateforme!hexose!sur! laquelle!sont!greffés!des!bras!alcynes.!

Sur!ces!derniers,! toujours!par!CuAAC,! sont!ensuite! introduits!des!sucres! reconnus!par!

les!lectines!(Figure!20).!L’élongation!du!simple!brin!d’ADN!a!été!faite!de!manière!à!être!
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complémentaire!au!brin!présent!sur!la!biopuce!permettant!l’ancrage!et!la!structuration!

du!système!dans!sa!globalité.!!

!

!
Figure&20&:&Plateforme&pour&la&reconnaissance&des&lectines&lec]A&et&lec]B.!

!

Ces! exemples! illustrent! la! polyvalence! des! acides! nucléiques! et! l’ample! panel!

d’applications!potentielles.! Tout! cela! peut! être! additionné! aux!propriétés! intrinsèques!

des! acides! nucléiques.! Au! delà! de! leur! rôle! in+ vivo! de! stockage! de! l’information!

génétique,!la!découverte!de!leurs!propriétés!de!reconnaissance!et!de!catalyse!fait!place!à!

des!applications!supplémentaires.!

!

La! découverte! des! ribozymes142! (issu! de! la! contraction! de! ribonucléique! et!

enzyme)! ou! DNAzymes143! (de! ADN! et! enzyme),! composés! ayant! des! propriétés!

catalytiques!grâce!à!leur!capacité!de!repliement!en!de!complexes!structures!secondaires,!

est! un! domaine! de! recherche! grandissant! pour! les! chimistes.! Cependant! la! faible!

variabilité! structurelle! des! acides! nucléiques,! limite! leur! réactivité.! En! étoffant! les!

fonctions! chimiques! au! sein! de! séquences! d’acides! nucléiques,! par! exemple! par! le!

greffage!de!fonctions!rappelant!les!chaines!latérales!des!acides!aminés!naturels,!il!a!été!

possible! d’identifier! des! DNAzymes! et! ribozymes! avec! de! nouvelles! propriétés.! Cette!

partie,!avec!les!exemples!tirés!de!la!littérature,!sera!développée!et!détaillée!par!la!suite.!

!

V)&Les&propriétés&des&acides&nucléiques&&
&

Les!ribosomes!ont!été!découverts!dans!les!années!50!et!leur!mécanisme!d’action!in+

vivo! démontré! dans! les! années! 2000! grâce! aux! travaux! de! Ramakrishnan,! Yonath! et!

Steitz,! récompensés!par! le!prix!Nobel!de!chimie!en!2009.! Il! s’agit!d’un!complexe!ARNA

Gal4
(β-D-galactose)

O

O

O

O

O

P

P

P

P

O

O
O

O
O

O

O

O
O

O

O

O

N
N N

O
O

HO

N
N N

O
O

HO

N N
N

O
O

OH

O

N
N

N O

O

Me

OH

N
NN

O
O

OH

O
OHHO

HO
OH

O

1Fuc4
(α-L-Fucose)

O

O

OH
OH

HO

Me

3

3 3

3

15-mer  DNA  tag
Cy3

Man

3'-end 5'-end



! Chapitre!I!:!Les!acides!nucléiques!modifiés!:!structures!et!propriétés! !
!

! 43!

protéines! qui! assure! la! synthèse! des! polypeptides! in+ vivo.! L’étude! du! mécanisme! de!

formation!des!liaisons!peptidiques,!par!le!biais!d’études!fonctionnelles!et!structurales,!a!

permis!de!mettre!en!évidence!la!propriété!de!catalyse!des!ARN.!En!parallèle,!des!études!

sur! la! ribonuclease!P! (RNase!P),! enzyme!responsable!du!processus!de!maturation!des!

ARNt,!ont!montré!que!l’activité!catalytique!du!ribosome!est!due!à!la!partie!nucléique!et!

non!protéique144!alors!que!jusqu’à!présent!cette!caractéristique! in+vivo!n’était!réservée!

qu’aux! protéines.! Cette! propriété! catalytique! des! ribozymes,! additionnée! à! celle! des!

acides!nucléiques!de!porter!l’information!génétique,!est!à!la!base!d’une!des!théories!sur!

les! origines! de! la! vie! «!The! RNA!world!»! ou! «!monde! ARN!»145.! Les! riboswitches146,+147!

(Schéma!9),!composés!identifiés! in+vivo!dans!les!régions!nonAcodantes!des!ARNm,!sont!

des! séquences! ribonucléiques! dont! la! traduction! du! gène! est! régulée! par! la!

reconnaissance! d’un! substrat! selon! un! mécanisme! qui! dépend! de! la! nature! du!

riboswitch! en! question.! En! absence! de! substrat! la! conformation! de! l’ARNm! est! telle!

qu’elle!permet!au!ribosome!de!s’y!lier!et!de!traduire!son!message!codé!(On).!La!présence!

du!ligand!induit!au!contraire!une!restructuration!tridimensionnelle!du!brin!qui!rend!le!

site!de!liaison!du!ribosome!RBS!inaccessible!empêchant!la!liaison!du!ribosome!et!donc!la!

synthèse! de! la! protéine! (Off).! Le! ligand! en! question! peut! être! une! petite! molécule!

organique!en!lien!avec!la!protéine!issue!du!gène!contrôlé,!ou!la!protéine,!via!un!produit!

issu!d’elle!même,!qui!autorégule!le!riboswitch.!

!
Schéma&9&:&Exemple&de&rétrocontrôle&négatif&par&un&riboswitch.&

!

Les! caractéristiques! de! ces! composés! mettent! l’accent! sur! deux! importantes!

propriétés!des!acides!nucléiques,!la!reconnaissance!et!la!catalyse.!!

!
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V.1)&La&propriété&de&reconnaissance&
!

V.1.a)!Le!concept!d’aptamère!

!

Les! aptamères63,+148! sont! des! séquences! d’acides! nucléiques! ADN! ou! ARN! simple! brin!

possédant! des! propriétés! de! reconnaissance! comparables! à! celle! des! anticorps!

monoclonaux!en!termes!de!constante!d’affinité!pour!une!cible!donnée!(nMApM).!La!cible!

peut! être! un! ion! métallique,! une! molécule! organique,! même! une! protéine,! voire! une!

cellule! et! la! reconnaissance! se! fait! grâce! au! repliement! des! séquences! qui! porte! à! la!

formation! de! poches! ou! de! fentes! (bulges,! GAquadruplex,! épingles! à! cheveux! etc…)!

pouvant!accueillir! la!cible.! Ils! représentent!donc!une!alternative!valable!aux!anticorps,!

moins!stables!et!plus!difficiles!à!produire,!en!tant!qu’outils!issus!de!biotechnologies!pour!

la!recherche,!le!diagnostic!et!la!thérapie.!Cependant!des!limitations!existent!car!à!ce!jour!

des!aptamères!n’ont!pas!pu!être!sélectionnés!pour!toutes!les!protéines.!Toutefois!dans!le!

domaine! du! «!protéomique!»,! l’avancée! des! aptamères! représente! un! outil! de! haute!

valeur!ajoutée.!!

Leur!excellente!stabilité!et!leur!capacité!de!structuration!réversible!font!des!aptamères!

des! outils! intéressants! pour! la! constitution! de! tests! d’affinité! par! exemple.! Depuis! les!

premiers! rapportés!par! les!équipes!de!Gold149! et!Ellington150,!de!nombreux!aptamères!

ont!été!décrits,!dont!ceux!de! la! thrombine,!aptamères!ADN!qui! figurent!parmi! les!plus!

étudiés151.!La!thrombine,!une!protéase!à!sérine,!joue!un!rôle!physiologique!crucial!dans!

le!contrôle!de!la!coagulation!du!sang.!Les!deux!aptamères!à!thrombine!les!plus!étudiés!et!

utilisés!sont!représentés!Figure!21.!!

!
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!
Figure&21&:&A)&Thrombine&;&B)&aptamère&thrombine&15mer&;&C)&aptamère&thrombine&29mer.&&

!
Ces! deux! oligonucléotides! courts! (15! et! 29! bases)! sont! faciles! à! synthétiser,! se!

structurent! sous! forme! de! GAquadruplex! et! se! lient! à! la! thrombine! sur! deux! sites!

distincts!et!donc!peuvent!être!utilisés!simultanément.!Ainsi!un!test!a!été!développé!par!

l’équipe!de!Heyduk152!qui!utilise!les!deux!aptamères!pour!permettre!un!couplage!FRET!

(Fluorescence!Resonance!Energy!Transfert)!(Schéma!10).!

!

!
Schéma&10&:&Test&aptamère&FRET&de&Heyduk.&

!
L’aptamère! 29Amer! est! marqué! avec! la! fluorescéine! (donneur! de! fluorescence)! et!

l’aptamère! 15Amer! avec! le! dabcyl! (accepteur! de! fluorescence).! En! présence! de!

thrombine,! les! deux! aptamères! reconnaissent! et! se! lient! à! leur! cible.! Cela! induit! un!

rapprochement! spatial! des! deux! fluorophores! qui! permet! le! transfert! d’énergie! de!

fluorescence!dont! le! signal! est! dosé! afin!d’évaluer! la! capacité!de! reconnaissance!de! la!

protéine!par!les!deux!aptamères.!!

!
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L’avantage!de! l’utilisation!d’aptamères!ADN!par! rapport!à!des!aptamères!ARN!est!que!

les! premiers! sont! chimiquement! plus! stables! que! les! seconds.! Cependant! à! cause! de!

l’absence! de! l’hydroxyle! en! 2’! ils! génèrent! des! repliements! moins! aptes! à! la!

reconnaissance! de! substrats.! Ce! désavantage! peut! être! contourné! par! l’ajout! de!

fonctions!chimiques!supplémentaires!au!sein!des!séquences.!

Une!catégorie!particulière!d’aptamères!ADN!a!été!développée!par!l’équipe!de!L.!Gold153,+

154.!Les!SOMAmers!(pour!Slow!OffArate!Modified!Aptamer)!sont!des!aptamères!portant!

des! nucléotides! 2’Adésoxyuridine!modifiés! en! position! 5! de! la! base! uracile.! L’ajout! de!

fonctions!chimiques!qui!apportent!un!caractère!hydrophobe!supplémentaire!comme!un!

benzyle,! un!2Anaphtyle!ou!un!3AindolylAcarboxamide!entraîne!une!affinité! accrue!pour!

une!protéine!donnée!et!une!vitesse!de!dissociation!beaucoup!plus!lente!par!rapport!aux!

aptamères!naturels155.!!

!

Les! aptamères,! sont! identifiés! in+ vitro! par! une! méthode! de! sélection! nommée!

SELEX!pour!Systematic!Evolution!of!Ligands!by!Exponential!enrichment.!

!

V.1.b)!La!méthode!SELEX!

!

Il! s’agit! d’une! méthode149,+ 150! de! sélection! basée! sur! trois! mécanismes!

habituellement!attribués!au!processus!d’évolution!:!la!variation!(en!termes!de!variabilité!

des!séquences!prises!en!compte),!la!sélection!et!la!réplication.!Elle!est!employée!pour!la!

recherche!de!séquences!d’ADN!ou!ARN!capables!de!reconnaître!une!cible!donnée!ou!de!

catalyser!une!réaction!choisie.!!

!
Le! processus! (Schéma! 11)! commence! par! la! création! d’une! vaste! bibliothèque! de!

séquences! d’oligonucléotides106! (pool! ≈! 1014! /! 1015! séquences)! portant! à! leurs!

extrémités!deux!amorces!(nécessaires!pour!l’étape!d’amplification!par!PCR),!et!une!zone!

centrale!aléatoire!(de!20!à!40!unités).!Pour!des!raisons!de!coût!et!de!facilité!de!synthèse,!

le!pool!de!départ!est!généralement!constitué!de!simples!brins!d’ADN!(ssADN!pour!single+

strand+ADN)!obtenus!par!synthèse!automatisée!supportée.!Néanmoins,! le!processus!de!

sélection!peut!être!aussi!réalisé!sur!des!ARN!issus!de!banques!ARN!ou!en!ajoutant!une!

étape! de! transcription! des! ADN! en! ARN! simple! brin! (ssARN)! par! une! enzyme!

polymérase!ARN.!Sur!ce!pool!a!lieu!la!sélection!en!identifiant!et!séparant!les!séquences!
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montrant!une!affinité!pour!la!cible!choisie.!Les!séquences!retenues!sont!amplifiées!par!

PCR! afin! d’en! obtenir! plusieurs! copies! qui! sont! à! nouveau! soumises! à! un! tour! de!

sélection! dans! des! conditions! de! plus! en! plus! strictes! jusqu’à! isoler! la! séquence!

présentant!la!plus!forte!affinité!pour!la!cible156!(en!moyenne!15!tours!de!sélection!sont!

effectués,!mais!cela!peut!être!plus!important).!

!

!
Schéma&11&:&Processus&SELEX&

!

Un!avantage!notable!de!cette!méthode!est!que! les!séquences!utilisées!et! sélectionnées!

peuvent! être! naturelles! ou!modifiées! en! fonction! de! la! réactivité! désirée,! à! condition,!

qu’elles! soient! reconnues! par! les! polymérases! ADN! pour! ne! pas! perturber! l’étape!

d’amplification!par!PCR.!L’introduction!de!modifications!permet!d’aboutir!à!des!ligands!

avec! de! nouvelles! propriétés! de! reconnaissance157,+ 158! (les! SOMAmers! en! étant! un!

exemple)!et!peuvent!aussi!servir!de!point!d’ancrage!pour!l’introduction!de!modifications!

ultérieures!par!conjugaison.!!

!

V.2)&La&propriété&de&catalyse&
!

L’ADN! peut! être! utilisé! pour! des! applications! catalytiques! par! le! biais! de! formations!

d’hybrides! ADNAcomplexes! métalliques! où! la! double! hélice! d’ADN! transfère! son!
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caractère!chiral!induisant!un!stéréocontrôle!de!la!réaction!énantiosélective.!Les!travaux!

de!Feringa!et!Roefles159P162!reposent!notamment!sur!ce!type!d’utilisation.!Mis!à!part!leur!

rôle!d’inducteurs!de! chiralité,! les! acides!nucléiques!possèdent! eux!même!une! capacité!

intrinsèque!à!catalyser!des!réactions!chimiques.!

L’évidente! différence! structurelle! entre! une! enzyme! et! un! ribozyme! explique! que! la!

capacité!à!catalyser!une!réaction!chimique!de!ces!derniers!ne!soit!pas!aussi!efficace!que!

celle!des!enzymes.!L’activité!catalytique!des!ARN!est!due!à!la!présence!de!la!fonction!OH!

en!position!2’!(absente!chez!l’ADN)!et!surtout!à!leur!structure!simple!brin!qui!confère!la!

capacité!de!repliement!permettant!d’accueillir!les!substrats!et!des!cofacteurs!éventuels!

(ions!métalliques,!molécules!organiques!etc…)163.!!

Outre! l’intérêt!porté!aux!ribozymes!naturels! la!recherche!d’autres!réactions!catalysées!

par! des! séquences! d’acides! nucléiques! ont! donné! lieu! à! d’intenses! recherches.! Une!

réadaptation!du!processus!SELEX,!sélectionnant!cette!foisAci!des!séquences!capables!de!

réaliser!une!réaction!(coupure,!ligation!etc…)!sur!une!cible,!avec!initialement!seuls!des!

oligonucléotides! comme! substrats164! a! permis! la! sélection! in+ vitro! de! nouveaux!

ribozymes!artificiels.!Cette!approche!permet,!tout!comme!pour!les!aptamères,!d’utiliser!

des!bibliothèques!de!séquences!aléatoires!naturelles!ou!modifiées165.!C’est!ainsi!que! la!

liste! de! ribozymes! connus! avec! des! propriétés! de! catalyse! variées! s’est! amplement!

étoffée166.! Ainsi! des! séquences! d’ARN! modifiées! sur! les! bases! U! par! un! groupement!

pyridylAméthylAcarboxamide!ont!montré! leur! capacité! à! catalyser! la! réaction!de!DielsA

Alder167.! Une! séquence! d’ARN! modifiée! par! un! phosphorothioate! portant! un! résidu!

phénylalanine! est! capable! de! mimer! la! peptidyltransférase! des! ribosomes! pour! la!

formation!de!liens!peptidiques!168.!

!

L’utilisation! des! ribozymes! in+ vivo! à! des! fins! thérapeutiques! a! été! une! des! premières!

applications!envisagées.!Elle!est!tout!de!même!limitée!à!cause!de! l’instabilité!chimique!

des! ribozymes,!de! leur! faible! résistance! face!aux!nucléases! cellulaires!et!de! leur! faible!

pénétration! cellulaire.! De! plus,! pour! une! catalyse! efficace,! certains! RNAzymes!

nécessitent!des!concentrations!en!métaux!trop!élevées!pour!une!application!in+vivo.!Afin!

d’améliorer!leur!stabilité,!des!essais!ont!été!faits!en!utilisant!des!ribozymes!portant!des!

modifications!en!position!2’!169.!Avec!une!résistance!accrue!aux!nucléases,!une!baisse!de!

la!capacité!catalytique!a!été!observée!révélant!la!difficulté!de!trouver!le!juste!équilibre!

entre!activité!et!stabilité.!
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!

Grâce!aux!travaux!de!Joyce!et!Breaker170,!le!concept!de!catalyseurs!à!base!d’acides!

nucléiques! s’est! répandu! aux! séquences! de! type! ADN! par! la! découverte! en! 1994! du!

premier! DNAzyme! capable! de! couper! une! séquence! d’ARN! au! niveau! du! lien!

phosphodiester.!In+vivo! l’ADN!se!trouve!principalement!sous!sa!forme!la!plus!stable!de!

double!hélice!appariée,!expliquant!pourquoi!à!ce!jour!aucun!DNAzyme!naturel!n’est!été!

identifié.!Grâce!à!une!sélection! in+vitro! les!ADN!ont!montré!une!excellente!capacité!de!

liaison!à!des!cibles!choisies!(aptamères)!tout!comme!un!excellente!capacité!de!catalyse.!

L’utilisation! des! DNAzymes! plutôt! que! des! ribozymes! pour! des! applications! in+ vivo!

résoudrait! le! problème! de! l’instabilité! chimique! envers! les! nucléases.! Cependant! la!

plupart! des! DNAzymes! identifiés! sont! également! dépendants! d’ions! métalliques!

divalents!tels!que![Mg2+]171,+172,![Cu2+]173!ou![Zn2+]174!,!ou!d’autre!cofacteurs!comme!la!LA

histidine175!pour!effectuer!la!catalyse!souhaitée.!Des!travaux!ont!été!réalisés!en!absence!

de! ces! ions,! et! la! catalyse! observée! était! beaucoup! plus! lente! qu’en! présence! des!

cofacteurs!métalliques.!Des!résultats!importants!en!ce!sens!ont!été!obtenus!en!1997!par!

les!équipes!de!Famulok176! et!Sen177!qui!ont! identifié!des!séquences!DNAzymes!dont! la!

capacité!d’hydrolyse!ne!dépend!pas!de!la!présence!d’ions!métalliques!divalents!même!si!

ces! derniers! sont! nécessaires! pour! la! structuration! du! brin.! Dans! ces! cas! la! réactivité!

résulte! d’une! augmentation! de! la! concentration! effective178,! par! des! effets!

d’orientation179! des! substrats,! de! la! catalyse! acido/basique180,! de! la! stabilisation! de! la!

charge!ou!de!la!forme!de!l’état!de!transition!de!la!réaction181.!

!

Ces!dernières!années,!des!avancements!ont!été!réalisés!afin!d’améliorer!la!réactivité!des!

acides! nucléiques! ribozymes! ou! DNAzymes! et! d’étoffer! le! catalogue! de! réactions!

pouvant!être!catalysées!en!particulier!sur!des!substrats!autres!que!les!acides!nucléiques.!

L’accélération!de! l’hydrolyse!de!phosphosérine182,! dont! le! temps!de!demiAvie!passe!de!

environ! 1010! à! une! heure,! la! phosphorylation! en! position! 3’! de! l’ADN183! qu’aucune!

enzyme!ne!peut! catalyser,! sont!des! exemples!de!défis! accomplis!par! les! ribozymes!ou!

DNAzymes.!L’équipe!de!Perrin!a!été!une!des!premières!à!obtenir!par!voie!enzymatique!

un! DNAzyme! portant! trois! nucléotides! modifiés! avec! une! fonction! amine! et! une!

guanidine! cationiques! ainsi! qu’un! groupement! imidazole! capable! de! se! couper! luiA

même184.!

!
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Dés!1998,!Joyce!entamait!la!réflexion!:!

!«!Just+ think+ what+ RNA+ could+ do+ if+ it+ possessed+ an+ imidazole+ side+ chain+ like+ histidine,+ a+

carboxy+group+like+glutamic+acid+or+a+sulfhydryl+group+like+cysteine//…//+if+RNA+is+to+be+

pitied+for+its+lack+of+chemical+functionality,+then+what+are+we+to+say+about+DNA?»185.!!

!

V.3)&Vers&une&activité&similaire&à&celle&des&protéases&à&sérine&?&
!

In+vivo!les!enzymes!actives!sur!les!protéines,!capables!de!coupure!protéolytique,!

sont!appelées!les!protéases!ou!peptidases.!Il!s’agit!d’une!famille!qui!regroupe!plusieurs!

types! d’enzymes,! comme! les! lipases,! les! protéases! acides,! les! protéases! à! cystéine,! les!

protéases!à!sérine,!les!métalloprotéases,!qui!ont!pour!rôle!de!dégrader!les!protéines!en!

coupant!au!niveau!du!lien!amide.!Ces!enzymes!se!différencient!par!les!acides!aminés!qui!

coopèrent!au!sein!de!leur!site!actif,!et!par!le!type!de!protéine!qu’elles!sont!capables!de!

couper.!Par!exemple!les!protéases!acides!sont!actives!à!pH!acide!et!le!site!actif!présente!

au!moins!un!acide!aspartique,!ou!encore,!les!protéases!à!cystéines!ont!pour!nucléophile!

le!groupement!thiol!de!la!cystéine!présente.!!

Au!sein!du!site!actif!des!protéases!à!sérine!sont!présentes!les!chaines!latérales!de!trois!

acides!aminés! impliqués,! à! savoir! l’histidine! (His),! la! sérine! (Ser)! et! l’acide!aspartique!

(Asp),!qui,!par!un!mécanisme!coopératif,!effectuent!l’hydrolyse!des!liens!peptidiques!par!

le!biais!d’une!catalyse!covalente186,+187!(Schéma!12).!

!

!
Schéma&12&:&Mécanisme&proposé&de&la&catalyse&de&l’hydrolyse&de&la&liaison&peptidique&par&une&
protéase&à&sérine,&l’α]chymotrypsine.&

!
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La!sérine!195!de!l’αAchymotrypsine,!dont!le!pouvoir!nucléophile!de!sa!fonction!alcool!est!

augmenté! grâce! à! l’histidine! 57! qui! agit! en! tant! que! base! générale,! attaque! le!

groupement! carbonyle! du! lien! amide! du! peptide! pour! former! un! intermédiaire!

tétraédrique! oxyanionique.! La! charge! positive! sur! l’histidine! 57! est! stabilisée! par!

l’aspartate!102!via! la! formation!d’une! liaison!hydrogène.!L’oxyanion!formé,!assisté!par!

l’histidine!57!protonée,!conduit!à!une!enzyme!acylée!par!la!libération!de!l’extrémité!NA

terminale!devenue!un!bon!groupe!partant!par!un!processus!de!catalyse!acide!générale.!

L’hydrolyse!de!l’ester!ainsi!formé!permet!enfin!la!régénération!de!l’enzyme!en!passant!

par! un! deuxième! intermédiaire! tétraédrique.! Ce!mécanisme! d’hydrolyse! enzymatique!

passe! par! la! formation! de! deux! intermédiaires! covalents! afin! d’abaisser! l’énergie!

d’activation!globale!du!processus.!

!

La!recherche!de!composés!capables!de!mimer!le!comportement!catalytique!des!enzymes!

est! un! domaine! qui! a! largement! inspiré! les! chimistes! du! fait! de! leur! remarquable!

efficacité188.! Des! résultats! positifs! ont! été! obtenus! en! utilisant! plusieurs! types! de!

structures! comme! des! molécules! organiques! telles! que! des! peptides,! des! composés!

amphiphiles,! des! complexes! métalliques! fonctionnalisés! avec! les! groupements!

chimiques!généralement!présents!au!sein!des!sites!actifs!de! l’enzyme!visée!(tel!qu’une!

fonction!amine,!imine,!guanidine,!ou!imidazole!etc...).!Des!composés!capables!de!mimer!

les! glycosydases189,! les! phosphodiesterases190! par! exemple! ont! été! ainsi! identifiés.!

Concernant! la!recherche!de!mimes!des!protéases!à!serine,!de!nombreuses!équipes!ont!

tenté!de! trouver!des!analogues!synthétiques!capables!de! réaliser! la!même!réaction!de!

catalyse.!Néanmoins,!à!ce!jour,!dans!la!littérature,!les!exemples!de!composés!mimes!des!

protéases!sont!très!peu!nombreux!du!fait!de!la!difficulté!d’hydrolyse!du!lien!amide.!D’un!

point!de!vue!chimique!cette! liaison!a!une!demi!vie!estimée!entre!350!et!600!ans!à!pH!

neutre!et!à!température!ambiante191!et!est!stabilisée!par!résonance.!De!plus!l’eau!est!un!

mauvais!nucléophile!pour!ce!type!de!composé.!Des!activités!d’estérase!et!d’acylation!de!

substrats! organiques! en! utilisant! des! acides! nucléiques! modifiés192,! ou! des!

macromolécules193!ont!été!reproduites.!

! !
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!

V.3.a)!Les!mimes!non!nucléiques!
!

Afin!d’identifier! un!mime!de!protéase,! il! est! nécessaire!d’obtenir! un! système!organisé!

ayant! une! disposition! optimale! des! résidus! nécessaires! à! la! catalyse194,+195.! De! ce! fait!

l’utilisation!de!peptides!afin!de!recréer!une!activité!enzymatique!paraît!évidente196,+197.!

En! 1993,! Atassi! et! Manshouri198! ont! publié! la! découverte! de! «!pepzymes!»,! composés!

peptidiques! ayant! la! capacité! d’hydrolyser! des! liens! esters! et! des! liens! amides! à! des!

vitesses! comparables! à! celle! de! la! αAchymotrypsine.! Cependant! ces! résultats! ont! été!

contestés! par! la! suite! par! deux! équipes! de! manière! indépendante199,+ 200! car! non!

reproductibles.!!

Les! cyclodextrines! (Figure! 22),! composés! glycosidiques! cycliques! se! sont! révélées! de!

bons! candidats!mimes! des! enzymes201,+202.! Le! cœur! hydrophobe! permet! d’accueillir! et!

reconnaître! le! substrat! et! les! hydroxyles! externes! peuvent! aider! la! catalyse! qui! est!

possible! grâce! à! l’ajout!de! groupements! chimiques! réactifs.! Les! cyclodextrines! se! sont!

montrées!actives!avec!ou!sans!modifications!pour!des!réactions!d’hydrolyse!d’ester!par!

exemple196.!

!

!
Figure&22&:&Exemple&de&ß]cyclodextrine&mime&de&la&chymotrypsine203&ayant&montré&une&activité&hydrolytique&
sur&le&m]t]butylphénylacétate&à&pH&10,7&avec&une&Kcat&=&1,1&10]2&sec]1&et&un&Km&=&13,3&10]5&M.&

!

En!s’inspirant!de!l’analyse!de!l’état!de!transition!oxyanionique!du!processus!de!catalyse!

des! protéases,! et! de! l’importance! du! réseau! de! liaison! hydrogène! crée! pour! le!

stabiliser204,!l’équipe!japonaise!dirigée!par!Ema193!a!développé!une!molécule!organique!
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capable!de!mimer!les!lipases,!c’est!à!dire!capable!d’acétyler!une!fonction!alcool!grâce!à!le!

présence!des!trois!groupements!nécessaires!à!son!activité(Figure!23).!!

!

!
Figure&23&:&Organocatalyseur&biomimétique&de&réaction&de&transfert&d’acyle.&

!
La! réactivité!est!due!à! la!présence!d’un!hydroxyle!rendu!nucléophile!par!une!pyridine!

basique,! et! de! deux! hydrogènes! d’une! urée! ou! d’une! guanidine! capables! de! stabiliser!

l’oxyanion.! Les! études! ont! montré! un! mécanisme! coopératif! de! ces! trois! fonctions!

chimiques,!avec!une!vitesse!de! la!réaction!de! transestérification!du! trifluoroacétate!de!

vinyle!3,7!106!fois!plus!grande!que!celle!du!processus!non!catalysé.!

!

En!1998205! l’équipe!de!Madder!a!effectué! l’évaluation!d’une!série!de!composés.!Un!des!

meilleurs! candidats! synthétisés! représenté! au! Schéma! 13_a,! est! un! composé! flexible!

mais! préorganisé! dont! le! squelette! de! base! porte! les! trois! fonctions! visant! à! mimer!

l’action!des!!chaines!latérales!des!protéases!(une!fonction!alcool!primaire!pour!la!serine,!

une! azote! tertiaire! basique! pour! l’histidine! et! l’hydroxyle! primaire! pour! mimer! la!

fonction!acide!carboxylique!pour!l’aspartate).!!

!
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!
Schéma&13&:&a)&Composé&aminotriol&synthétisé&par&l’équipe&de&Madder;&b)&Mécanise&d’hydrolyse&de&la&liaison&
peptidique&par&le&compose&aminotriol.&

!
Les!études!mécanistiques!ont!montré!la!capacité!d’hydrolyse!de!ces!composés!selon!un!

mécanisme! très! similaire! à! celui! de! la! triade! des! protéases! (Schéma! 13_b).! En! effet! il!

prévoit!l’attaque!nucléophile!de!l’hydroxyle!(rendu!plus!nucléophile!par!la!présence!de!

l’azote! tertiaire)! sur! le! carbonyle! de! l’amide! permettant! d’aboutir! à! un! intermédiaire!

covalent! qui! ensuite! permet! ! d’éliminer! l’amine.! Tout! de! même,! l’activité! catalytique!

reste!moins!importante!par!rapport!à!celle!des!enzymes!naturelles!avec!une!demiAvie!de!

112! heures! sur! le! substrat! pAnitroA2,2,2Atrifluoroacétanilide.! La! même! équipe! a! aussi!

envisagé! l’utilisation! de! peptides! courts.! Sur! un! cœur! tripodal! flexible,! ont! été!

introduites! trois! chaines! peptidiques! portant! chacune! un! acide! aminé! de! la! triade!

catalytique,!reliées!par!un!squelette206!(Figure!24).!!

!

!
Figure&24&:&Structure&générale&des&composés&tripodaux&synthétisés&par&l’équipe&de&Madder206.&

!
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Un!des!avantages!de!l’utilisation!de!composés!peptidiques!est!la!possibilité!de!la!mise!en!

place!d’une!approche!de!chimie!combinatoire!pour!la!synthèse!de!ces!systèmes!via!des!

synthèses! divergentes! permettant! d’aboutir! à! des! librairies! de! composés.! Néanmoins!

aucun!résultat!d’activité!n’a!été!publié!à!ce!jour,!mais!ces!systèmes!ont!été!par!la!suite!

source! d’inspiration! pour! l’obtention! de! récepteurs! artificiels207.! L’utilisation! de!

peptides!ne!permet!pas!un!contrôle!structural!des!composé!obtenus!car!la!formation!de!

structures!secondaires!comme!les!hélices!α!est!possible,!seulement!avec!de!très!longues!

séquences!polypeptidiques208.!

Actuellement! donc,! à! notre! connaissance,! il! n’existe! pas! de! composés! non! nucléiques!

capables!de!reproduire!de!manière!fidèle!l’activité!des!protéases!à!sérine.!!

!

V.3.b)!Les!mimes!nucléiques!
!

L’utilisation! d’acides! nucléiques! pour! la! construction! de! mimes! des! protéases,! sur! la!

base!des!propriétés!énoncées,! semble!être!une!alternative!valable.!La! structuration,! la!

reconnaissance! et! l’aptitude! à! la! catalyse! de! ces! derniers! sont! des! atouts!majeurs! sur!

lesquels!il!est!possible!de!se!baser.!!

!

V.3.b.1)'L’approche'enzymatique'
!

Les! travaux! d’Hollenstein! portent! sur! la! recherche! de! DNAzymes! ayant! une! activité!

catalytique! similaire!aux!protéases!à! sérine209.! Les! triphosphates!portant! les! fonctions!

imidazole! (pour! l’histidine)! (Figure! 25_a),! hydroxyle! (pour! la! sérine)! (Figure! 25_b)! et!

acide! carboxylique! (pour! l’acide! aspartique)! (Figure! 25_c)! en! position! 7! de! la! base!

adénine!et!en!position!5!de! la!2’Adésoxyuridine!et!de! la!cytosine!ont!été! incorporés!au!

sein!de!brins!via!la!méthode!SELEX.!
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!

!
Figure&22&:&Nucléosides&triphosphates&synthétisés&par&Hollenstein.&

!
Les! nucléotides! triphosphates! portant! ces! modifications! sont! bien! acceptés! par! les!

polymérases57! et! valident! l’approche! enzymatique! permettant! d’obtenir! une! quantité!

conséquente! et! variée! de! séquences.! Les! séquences! portant! ces! modifications! ont!

montré!à!ce!jour!une!résistance!accrue!aux!nucléases.!

!

L’équipe!de!Silverman210,+211,!en!2009,!lors!de!ses!recherches!de!DNAzyme!«!actifs!»!sur!

le!lien!amide,!a!identifié,!le!premier!DNAzyme!à!activité!déoxyribonucléase!(DNase).!Le!

substrat! étant! un! hybride! ADNAtripeptide,! ils! ont! mis! en! évidence! que! l’activité! de!

coupure!du!DNAzyme!s’effectuait!au!niveau!du!lien!phosphodiester!et!non!pas!sur!le!lien!

amide.!Après!amélioration!du!processus!de!sélection,!un!DNAzyme!a!été!identifié!par!la!

même! équipe! comme! étant! capable! d’hydrolyser! un! lien! ester! et! un! lien! amide!

aromatique212.!Même! en!présence!de! cofacteurs!métalliques,! le! lien! amide! aliphatique!

reste!intact.!En!effet!le!caractère!moins!électrophile!du!carbonyle!de!l’amide!aliphatique!

comparé! à! celui! d’un! carbonyle! d’une! amide! aromatique! nécessite! l’utilisation! de!

nucléophiles!plus! fort.!Récemment,!un!DNAzyme!modifié! a! été! sélectionné!portant! les!

unités!nucléotidiques!décorées!au!niveau!de!la!position!5!de!la!base!uracile!soit!avec!une!

fonction!amine!nucléophile,!un!carboxyle!ou!un!hydroxyle!(Schéma!14_a).!!
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!
Schéma&14&:&a)&Modifications&introduites&par&l’équipe&de&Silverman&;&b)&Coupure&d’un&lien&peptidique&au&sein&
d’une&séquence&oligonucléotidique&effectuée&par&une&séquence&portant&les&résidus&AmdU,&COOHdU&et&OHdU.&

!
Grâce!à!l’introduction!de!ces!substitutions,!en!présence!de!cations!métalliques!tels!que!

Zn2+! et! Mn2+! ou! Mg2+,! il! a! été! possible! d’aboutir! à! la! coupure! d’un! lien! amide!

aliphatique213!introduit!au!sein!d’une!séquence!oligonucléotidique!(Schéma!14_b).!

!

V.3.b.2)'L’approche'synthétique'
!

L’équipe! de! Madder214,+ 215,! après! des! tentatives! d’utilisation! de! composés! non!

nucléiques,!a!synthétisé!par!approche!phosphoramidite!des!séquences!incorporant!des!

nucléotides!modifiés!en!positions!2’!par!des!fonctions!rappelant!les!chaines!latérales!des!

acides! aminés! impliqués! dans! les! catalyses! enzymatique! des! protéases! à! serine.! Une!

structuration!en!double!hélice!a!été!envisagée!et!ainsi!les!fonctionnalités!sont!orientées!!

vers!le!grand!sillon!(Figure!26).!!
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!
Figure&26&:&Double&hélice&portant&des&fonctions&mimes&de&la&triade&réactive&des&protéases&à&serine&synthétisée&

par&l’équipe&de&Madder208.&

!

Les! auteurs! ont! montré! qu’en! modulant! l’introduction! de! ces! modifications! il! est!

possible! de! stabiliser! ou! déstabiliser! la! double! hélice! ce! qui! indique! une! interaction!

stabilisante!entre!les!groupements!chimiques!imidazole,!hydroxyle!et!acide!carboxylique!

introduits.!En!revanche!à!ce!jour!aucun!résultat!d’activité!catalytique!n’a!été!publié.!!

!

A! ce! jour,! pour! l’obtention! d’un! système! capable! de! mimer! l’activité! catalytique! des!

protéases! à! sérine,! il! est! nécessaire,! outre! que! l’optimisation! de! l’activité! catalytique!

même,!de!surmonter!des!écueils!tels!que!la!reconnaissance!du!substrat,!la!sélectivité!et!

la!nécessité!de!la!présence!de!ions!métalliques.!!

!

VI)&Notre&approche&
!

L’objectif! de! mon! projet! est! de! synthétiser! une! nouvelle! classe! d’aptazymes,!

composés!présentant!les!propriétés!des!aptamères!et!des!DNAzymes.!Le!concept!général!

consiste! en! la! sélection! d’une! séquence! capable! de! reconnaître! une! protéine! donnée!

(aptamère)! qui! est! ensuite! reAsynthétisée! par! voie! chimique! en! incorporant,! à! des!

positions! clés! proches! des! sites! de! reconnaissance! aptamèreAprotéine,! des! fonctions!

chimiques!capable!de!couper! la!protéine!d’intérêt!via!un!mécanisme!mimant!celui!des!

protéases!à!sérine!(Schéma!15).!!

!
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!
Schéma&15&:&Représentation&schématique&du&design&de&l’aptazyme.&

!
Dans!un!premier!temps,!afin!de!valider!le!concept!général!du!projet,!nous!avons!focalisé!!

notre! attention! sur! l’obtention! par! voie! synthétique! d’un! oligonucléotide! capable! de!

réaliser! la! coupure! d’un! lien! peptidique.! Par! la! suite! cela! sera! combiné! avec!

l’identification!de!séquences!aptamères!capables!de!reconnaître!la!cible!choisie.!!

Notre!approche!consiste!en!la!synthèse!de!phosphoramidites!modifiés!avec!les!fonctions!

chimiques!rappelant! les!chaines!latérales!des!acides!aminés!impliqués!dans!la!catalyse!

enzymatique! des! protéases! à! sérine.! Deux! approches! sont! envisageables!:! l’utilisation!

d’unités! fonctionnalisées! ou! l’utilisation! d’unités! convertibles.! Nous! avons! décidé!

d’exploiter! ces! deux! approches,! afin! d’avoir! une! boite! à! outils! suffisamment! variée!

permettant! d’envisager! la! plupart! des! combinaisons! possibles! et! ainsi! assurer!

l’obtention!de!structures!multiAfonctionnalisées.!Au!moins!deux!nucléotides!convertibles!

orthogonaux! peuvent! être! obtenus,! qui! sont! aussi! précurseurs! des! nucléotides!

fonctionnalisés!visés.!!

Le! positionnement! des! modifications! est! un! critère! crucial! à! prendre! en! compte! afin!

d’assurer!leurs!bonnes!orientations.!A!la!différence!des!travaux!précédemment!publiés!

avec!les!modifications!sur!les!bases!azotées!(par!les!équipes!de!Hollenstein209,!Perrin216!

et! Silverman213)! ou! en! position! 2’! (par! l’équipe! de! Madder215),! nous! avons! décidé!

d’exploiter! la! position! 5’C! des! nucléotides.! Cela! nous! permet! de! ne! déstabiliser! ni!

l’appariement!au!niveau!des!bases!azotées,!ni! l’équilibre!des!charges!des!groupements!

phosphodiester,!et!d’avoir!une!orientation!des!modifications!vers!le!petit!sillon!ou!vers!

le! solvant! en! fonction! de! la! stéréochimie! R! ou! S! du! carbone! 5’! à! la! différence! des!

positions!5!et!2’!qui!orientent!les!fonction!vers!le!grand!sillon!(Figure!27).!

sélection
in vitro

reconnaissance
coupure

Protéine cible

séquence connue

synthèse sur 
support solide

incorporation spécifique 
des nucléotides modifiés
par des residus acides aminés
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!
Figure&23&:&Orientation&des&substituants&en&position&5’C.&

!

Ces! nucléotides! seront! ensuite! introduits! au! sein! de! séquences! par! synthèse!

oligonucléotidique! sur! support! solide! automatisée.! Les! séquences! seront! choisies! de!

manière! à! avoir! des! structures! stables! du! fait! de! l’hybridation! des! bases,! mais! qui!

conservent!une!part!de! flexibilité!permettant!d’accueillir! les! substrats.! L’idée!est!donc!

d’obtenir! des! structures! type! bulge,! épingles! à! cheveux! ou! jonctions! trois! voies!

accueillant!au!sein!de!la!zone!non!appariée!les!fonctions!chimiques!réactives!nécessaires!

à!la!catalyse!enzymatique!(Figure!28).!!

!

!
Figure&28&:&Représentation&des&structures&secondaires&portant&la&triade&catalytique:&a)&épingle&à&cheveux;&b)&

bulge;&c)&jonction&trois&voies.&

!

En!fonction!de!la!structure!secondaire!choisie!les!modifications!se!trouvent!sur!le!même!

brin!(épingle!à!cheveux),!sur!deux!brins!en!partie!complémentaires!(bulge)!ou!sur!trois!
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brins!différents!(jonction!trois!voies)!ce!qui!justifie!la!nécessité!d’avoir!plusieurs!types!

de!nucléotides!fonctionnalisés!ou!convertibles!orthogonaux.!!

!

Après!un!introduction!qui!explicite!l’esprit!des!travaux!réalisés!pour!ce!projet,!dans!le!

chapitre!suivant!la!synthèse!des!phosphoramidites!convertibles!et!fonctionnalisés!est!

détaillée.! !
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Le! projet! prévoit! dans! un! premier! temps! la! synthèse! des! nucléotides! convertibles! et!

fonctionnalisés!et!ensuite!l’introduction!de!ces!derniers!en!des!positions!stratégiques!au!

sein!de!séquences!permettant!la!formation!des!structures!secondaires!souhaitées.!Nous!

avons! décidé! de! commencer! par! la! formation! de! la! jonction! trois! voies,! système!

combinant! stabilité! et! flexibilité1,+2! grâce! à! l’appariement! des! bases! et! à! la! cavité! qui!

accueille! les! modifications.! De! plus! cette! construction! présente! l’avantage! de!

n’introduire!qu’une!seule!modification!par!brin.!La!jonction!a!été!projetée!de!manière!à!

avoir!une!base!non!appariée!pour!chaque!brin!au!niveau!du!cœur!central!de!la!jonction!

afin! de! créer! une! cavité! plus! large! pouvant! accueillir! les! fonctions! chimiques!

supplémentaires3,+ 4.! C’est! en! effet! sur! cette! position! que! seront! positionnés! les!

nucléotides!modifiés!(Figure!29).!

!
Figure&29&:&Représentation&schématique&d’une&jonction&trois&voies&avec&les&nucléotides&centraux&non&appariés.&

!
En! tenant! compte! de! l’expertise! de! notre! laboratoire,! nous! avons! décidé! de!

focaliser! notre! attention! sur! trois! composés,! le! 5’CAéthanoate! de! méthyle! nommé!

«!ester!»,! le! 5’CApropargyle! nommé! «!alcyne!»! et! le! 5’CAbromopentényle! nommé!

«!linéaire!bromé!».!(Schéma!16_B).!Ces!trois!synthons!communs!peuvent!être!exploités!à!

la! fois! pour! obtenir! des! nucléotides! convertibles! (Schéma! 16_A)! et! des! nucléotides!

fonctionnalisés!(Schéma!16_C).!Pour!répondre!à!nos!exigences!concernant!la!totalité!des!

structures!secondaires!visées!(épingles!à!cheveux,!bulge,! jonctions! trois!voies),! il!a!été!

nécessaire! d’envisager! des! nucléotides! modifiés! permettant! d’introduire! au! sein! des!

séquences! une! seule! modification! (comme! dans! le! cas! du! type! de! jonction! trois! voie!

envisagée),!ou!plusieurs!modification!sur!un!même!brin!(ce!qui!est!le!cas!des!épingles!à!

cheveux!et!des!bulges).!Pour!cela!le!choix!de!la!nature!des!nucléotides!modifiés!à!utiliser!

5' 3'

3'

5' 3'

5'

= Ser, His et Asp
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a! été! un! point! fondamental! pour! l’avancée! du! projet.! Afin! de! faciliter! les! étapes! de!

synthèse,! les!nucléotides!modifiés!ont!été!réalisés!en!série!thymidine!pour!des!raisons!

de! cout! des! nucléosides! de! départ,! et! car! cette! base! ne! nécessite! pas! d’étapes! de!

protection/déprotection!supplémentaires.!!

!

!

&
Schéma&16&:&Nucléotides&convertibles&et& fonctionnalisés&obtenus&à&partir&des&trois&synthons&communs&ester,&
alcyne&et&linéaire&bromé.&

!
L’ester!permet!la!formation!d’un!lien!amide!par!substitution!nucléophile!ce!qui!confère!

au! nucléotide! obtenu! un! caractère! de! mime! de! la! liaison! peptidique! accru.! L’alcyne,!

permet! une! fonctionnalisation! par! réaction! click! de! cycloaddition! catalysée! par! du!

cuivre! I! (CuAAC).! Le! lien! triazole! formé,! au! caractère! hydrophobe,! peut! favoriser! des!

intéractions! supplémentaires!de!πAstacking!ainsi! que! conférer!de! la! rigidité! aux!brins.!

Enfin,! le! linéaire! bromé! peut! être! fonctionnalisé! ou! conjugué! par! substitution!

nucléophile! directe! de! l’atome! de! brome,! ou! par! substitution! électrophile! après!
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conversion!de!ce!dernier!en!amine!par!exemple.!Ce!nucléotide,!grâce!une!longue!chaine!

carbonée,!permet!d’apporter!un!caractère!hydrophobe!supplémentaire!aux!séquences!et!

la! longueur!de! la!chaine!confère!de! la! flexibilité!aux!substituants.!L’ester,! l’alcyne!et! le!

linéaire! bromé! permettent! aussi! d’obtenir! des! nucléotides! convertibles! portant! les!

fonctions!chimiques!correspondantes.!Nous!souhaitons!mettre!l’accent!sur!la!nature!de!

ces!derniers.!En!effet!les!nucléotides!convertibles!envisagés!obtenus!à!partir!de!l’alcyne!

et! du! linéaire! bromé! sont! conjugables! de! manière! orthogonale! permettant! donc! une!

fonctionnalisation!multiple!sur!un!même!brin.!Le!phosphoramidite!convertible!obtenu!à!

partir! de! l’ester! est! en! effet! bivalent! car! il! peut! être! conjugué! par! substitution!

nucléophile!mais! peut! aussi! être! utilisé! en! tant! que! nucléotide! fonctionnalisé! par! une!

fonction!acide!carboxylique!masquée!sous!forme!d’ester.!

!

Nous! avons! choisi! de! travailler! sur! ces! trois! composés,! d’une! part! pour! la! différence!

fonctionelle! qu’ils! permettent! d’apporter! aux! oligonucléotides,! et! d’autre! part! car! ils!

sont!obtenus!à!partir!d’un!seul!et!même!composé,!le!nucléoside!5’CAaldéhyde!thymidine!

qui!conduit!par!aldolisation!de!Mukaïyama!à!l’ester,!par!réaction!de!Barbier!à!l’alcyne!et!

par!condensation!de!Sakuraï!au!linéaire!bromé&(Schéma!17).!

!

!
Schéma&17&:&Schéma&rétrosynthétique&des&trois&synthons&ester,&alcyne&et&linéaire&bromé&synthétisés&à&partir&
de&la&5’C]aldéhyde&thymidine&commune&aux&nucléotides&convertibles&et&fonctionnalisés.&

!
Les!fonctions!chimiques!à!introduire!sur!les!nucléotides!convertibles,!après!avoir!

été!incorporés!au!sein!de!séquence!d’ADN,!et!sur!les!nucléosides!à!fonctionnaliser,!sont!
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des! analogues! des! chaines! latérales! de! la! triade! catalytique! des! protéases! à! serine,!

l’acide!aspartique!(Asp),!l’histidine!(His)!et!la!serine!(Ser)!(Figure!30).!!

!

!
Figure&30&:&Chaines&latérales&de&l’histidine&(His),&l’aspartate&(Asp)&et&la&serine&(Ser).&

!
Les! équivalents! synthétiques! correspondants! aux! trois! conversions! (azoture! pour! la!

CuAAC!et!amine!pour!les!substitutions!nucléophiles)!ont!été!utilisés.!

Pour! des! raisons! liées! à! la! stratégie! de! synthèse! et! aux! contraintes! de! la! synthèse!

automatisée! des! oligonucléotides,! les! fonctions! potentiellement! réactives,! le! NAH! du!

noyau!imidazole!du!mime!de!l’histidine,!l’OH!de!la!fonction!acide!carboxylique!du!mime!

de!l’aspartate!et!l’hydroxyle!du!mime!de!la!serine!ont!été!protégées!par!les!groupements!

protecteurs! pivaloyloxyméthyl! (PivOM),! pivaloyle! (Piv)! et! ester! de! méthyle!

respectivement.!(Figure!31).!!

!

!
Figure&31&:&Nucléosides&fonctionnalisés&avec&groupements&protecteurs.&

!
Les! groupements! protecteurs! ont! été! choisis! de! manière! à! être! orthogonaux! au! tertA

butyldiphénylsilyléther! (TBDPS)! en! position! 3’,! groupement! protecteur! sensible! aux!

ions!fluorure,!présent!sur!les!synthons!communs,!et!de!manière!à!résister!aux!étapes!de!

synthèse!supportée.!L’ester!de!méthyle!est!un!groupement!facilement!hydrolysable!par!

traitement!avec!de!la!lithine!(solution!aqueuse!de!LiOH).!Les!groupements!Piv!et!PivOM!

peuvent! être! éliminés! par! traitement! ammoniacal.! Dans! le! cas! des! nucléotides!

fonctionnalisés,!après!incorporation!au!sein!des!séquences,!la!déprotection!est!effectuée!
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simultanément!au!décrochage!de!l’oligonucléotide!du!support!et!de!la!déprotection!des!

bases!azotées.!!

!
Le! Schéma! 18! représente! une! analyse! rétrosynthétique! des! composés! qui! seront!

présentés!dans!cette!partie.!!

!
Schéma&18&:&Schéma&rétrosynthétique&de&tous&les&nucléotides&convertibles&et&fonctionnalisés&synthétisés.&

! !
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I)&Synthèse&de&la&thymidine&aldéhyde&
&

Le!synthon!clé!de!départ!de!tous!les!produits!synthétisés!est!la!thymidine!5’CAaldéhyde!

4.! La! synthèse!de! ce! composé! a!déjà! été!développée!au! laboratoire5! et! est! réalisée! en!

suivant!une!séquence!de!quatre!étapes!à!partir!de! la! thymidine!commerciale! (Schéma!

19)!!

!

!
Schéma&19&:&Synthèse&de&la&thymidine&aldéhyde&4.&

!
La! synthèse!débute!par!une!protection! sélective!de! l’alcool!primaire! sur! le! carbone!5’!

avec!un!groupement!protecteur!silylé! le! tertAbutydiméthylsilyle! (TBDMS)!suivie!par! la!

protection! du! deuxième! hydroxyle! libre! secondaire! en! position! 3’! avec! un! autre!

groupement! silylé! plus! encombré! le! TBDPS.! Cette! séquence! permet! la! déprotection!

sélective!de!l’alcool!primaire!sur!le!carbone!en!5’!du!composé!2!par!traitement!avec!de!

l’acide!paraAtoluènesulfonique! (APTS)!dans!du!méthanol.!Une!étape!d’oxydation! finale!

conduit! à! la! thymidine! aldéhyde! 4! avec! un! très! bon! rendement! global! de! 81%.!

L’optimisation!de!cette!dernière!étape!d’oxydation!a!été!effectuée.!En!effet,!effectuée!au!

préalable! par! une! réaction! de! MoffattAPfitzner! en! utilisant! la! dicyclocarbodiimmide!

(DCC)! et! l’acide! dichloroacétique! dans! le! DMSO,! l’aldéhyde! 4& était! obtenu! avec! un!

rendement!brut!de!82%.!Cependant,!la!formation!de!la!dicyclohexylurée,!sous!produit!de!

la!réaction!difficile!à!séparer!de!4,!et!du!diméthylsulfure!(DMS)!malodorant!rendait!ce!

procédé!peu!attrayant.!Grâce!à!l’utilisation!de!l’acide!2Aiodoxybenzoique!(IBX)!(Schéma!

20),! la!dernière!étape!d’oxydation!devient!quantitative,!et!nous!permet!d’augmenter! le!
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rendement!global!de!la!réaction,!de!diminuer!les!temps!de!réactions!et!de!récupérer!le!

composé!4!pur!par!simple!filtration!(Schéma!19).!

!

!
Schéma&20&:&Mécanisme&d’oxydation&avec&l’IBX.&

!

Une!synthèse!à!plus!grande!échelle!a!été!possible!pour!cette!synthèse,!en!passant!de!1!g!

à!100!g!de!thymidine!de!départ!utilisés!démontrant!l’intérêt!d’optimiser!les!étapes!afin!

d’utiliser!des!méthodes!de!purification!aisées.!

!

A! partir! de! 4! il! a! été! possible! d’obtenir! tous! les! nucléotides! convertibles! et!

fonctionnalisés.!Dans!la!partie!qui!suit!est!présentée!la!synthèse!des!unités!convertibles!

et!ensuite!celle!des!unités!fonctionnalisées.!

!

II)&La&synthèse&des&nucléotides&convertibles&
!

Les! unités! convertibles! sont! des! nucléotides! modifiés! portant! une! fonction! chimique!

réactive! permettant! une! fonctionnalisation! après! introduction! au! sein! d’une! séquence!

d’oligonucléotides.! Dans! le! cadre! de! cette! approche! il! est! nécessaire! que! cette!

modification! soit! compatible! avec! toutes! les! étapes! de! synthèse! du! brin!

oligonucléotidique,! et! qu’elle! soit! réactive! après! introduction! sur! un! brin! dans! des!

conditions! qui! ne! perturbent! pas! la! stabilité! de! ce! dernier.! Les! trois! nucléotides!

convertibles! obtenus! sont! le! phosphoramidite! 5’CAéthanoate! de! méthyle!

(phosphoramidite! ester)! 7,! le! phosphoramidite! 5’CApropargyle! (phosphoramidite!

alcyne)! 10! et! le! phosphoramidite! 5’CAbromopentényle! (phosphoramidite! linéaire!

bromé)!19!(Figure!32).!!
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!
Figure&32&:&Phosphoramidites&convertibles&synthétisés.&

!
Afin!que!tous!les!critères!précités!soient!respectés,!des!précautions!sont!à!envisager!lors!

de!l’utilisation!des!phosphoramidites!7!et!19.!En!effet,!avec!le!phosphoramidite!ester!7!

la!conjugaison!post!synthèse!automatisée!doit!se! faire!avant! le! traitement!ammoniacal!

final! qui! permet! de! décrocher! la! séquence! du! support! solide! car! l’ammoniaque! va!

substituer! le! méthylate! en! formant! ainsi! un! amide! terminal! incapable! de! réagir!

ultérieurement!(Schéma!21!à!gauche).!Dans! le!cas!du!phosphoramidite!halogéné!19! le!

traitement! ammoniacal! induit! la! substitution! de! l’atome! de! brome! par! un! NH2!

nucléophile.!Dans!ce!cas!la!substitution!conjugaison!par!substitution!nucléophile!serait!

toujours! envisageable! mais! en! inversant! les! rôle! du! nucléophile! et! de! l’électrophile!

(Schéma!21,!à!droite).!
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!
Schéma&21&:&Effet&du&traitement&ammoniacal&final&pre&ou&post&conjugaison&sur&une&séquence&obtenue&avec&un&
phosphoramidite&ester&7&(en&haut)&et&une&séquence&obtenue&avec&un&phosphoramidite&linéaire&bromé&19&(en&
bas).&&&

!
!

II.1)&Synthèse&du&phosphoramidite&ester&
!

L’introduction! de! la! fonction! ester! peut! être! obtenue! via! la! réaction! d’aldolisation! de!

Mukaïyama! en! faisant! réagir! l’aldéhyde! 4! avec! l’énolate! silylé! tertAbutyl((1A

méthoxyvinyl)oxy)diméthylsilane.! Ce! dernier! est! synthétisé! à! partir! de! l’acétate! de!

méthyle,! du! diisopropylamidure! de! lithium! (LDA),! du! chlorure! de!

tertiobutyldiméthylsilyle! (TBDMSCl),! en! présence! de! hexaméthylphosphoramide!

(HMPA)!(Schéma!22).!
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!

!
Schéma&22&:&Aldolisation&de&Mukaïyama&catalysée&par&Bi(III).&

!

L’aldolisation!de!Mukaïyama!est!un!processus!catalytique!qui! ici!a! lieu!en!présence!de!

trichlorure!de!bismuth!(BiCl3)!activé!par!un! iodure!métallique!comme! l’iodure!de!zinc!

(ZnI2)! qui! in+ situ! par! réaction! d’échange! d’halogènes! forment! l’espèce! active! mixte!

BiClxI3Ax6.!!

!
Schéma&23&:&Mécanisme&d’aldolisation&de&Mukaïyama.&

!

L’acide!de!Lewis! formé! in+situ! se!coordonne!au!groupement!carbonylé!de! l’aldéhyde!4!

qui! subit! un! attaque! nucléophile! de! la! part! de! l’énolate.! Un! traitement! final! aqueux!

permet!de!récupérer!le!produit!d’aldolisation!5!(Schéma!23).!Il!est!à!noter!que!si!ce!type!

de!réaction!est!réalisée!avec!un!énolate!portant!un!groupement!silylé!moins!encombrant!

comme!le!SiMe3,!un!adduit!avec!l’hydroxyle!protégé!par!le!groupement!silylé!est!formé.!
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La!présence!du!TBDMS!beaucoup!plus!encombrant!nous!permet!d’obtenir! le! composé!

souhaité!ester!5!non!protégé.!

Concernant!la!stéréochimie,!théoriquement,!en!suivant!les!modèles!de!Felkin!7!et!Cram8,!

les! deux! diastéréoisomères! peuvent! être! obtenus,! néanmoins! ce! processus! est!

diastéréospécifique!permettant!l’obtention!de!l’adduit!syn!uniquement,!le!composé!S!5.!

Cette!même!réaction!a!été!effectuée!auparavant!au! laboratoire! sur!des!nucléosides!en!

base! uracile.! Dans! ce! cas,! effectivement,! le!mélange! de! diastéréoisomères! est! observé!

mais! avec! une! nette! majorité! du! diastéréoisomère! S! par! rapport! au! R+ (90!:! 10!

respectivement)9.! Le! remplacement!du! groupement!protecteur! sur! le!OH!en!3’! par!un!

TBDMS!à!la!place!du!TBDPS,!induit!également!la!formation!du!diastéréoisomère!R!mais!

toujours!en!nette!minorité!(5%).!La!diastéréosélectivité!peut!être! inversée!(jusqu’à!un!

rapport!19!:!1!R!:!S)!en!utilisant!un!énolate!silylé!lithié,!mais!cela!est!accompagné!d’une!

baisse!du! rendement! global! de! la! réaction! (45%)5.! Les!modèles!de!Felkin! et! Cram,!ne!

tenant! pas! compte! des! contraintes! liées! aux! conformations! des! substrats! lorsque! ces!

derniers!sont!très!complexes,!ne!peuvent!pas!être!utilisés!pour!rationaliser!ces!résultats.!

Nous! expliquons! ces! derniers! par! le! moindre! encombrement! stérique! dans! le! cas! du!

TBDMS!et!per!une!contrainte!moins!importante!du!ribose!ou!désoxyribose!dans!le!cas!de!

la!base!uridine.!

Pour!des!raisons!liées!à!la!synthèse!d’oligonucléotides!automatisée!sur!support!solide,!il!

est! nécessaire! de! protéger! la! fonction! OH! en! position! 5’! par! un! groupement! 4,4’A

diméthoxytrityle! (DMTr)! en! faisant! réagir! le! substrat! avec! le! chlorure! de! 4,4’A

diméthoxytrityle!en!présence!d’AgNO3!et!de!la!collidine.!La!déprotection!du!OH!en!3’!est!

ensuite! effectuée! par! traitement! avec! le! fluorure! de! tétrabutylammonium! (TBAF)! et,!

après!purification!sur!colonne!de!silice,!le!composé!6!est!converti!en!phosphoramidite!7&

par! réaction! avec! de! la! diisopropyléthylamine! et! le! 2AcyanoéthyleANANA

diisopropylaminoAchlorophosphite!(Schéma!24).!

!

!
Schéma&24&:&Synthèse&du&phosphoramidite&7&à&partir&de&l’ester&5.&
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!
La!formation!du!produit!désiré!a!été!confirmée!par!l’analyse!du!spectre!de!masse!ainsi!

que!par!spectroscopie!RMN!du!phosphore!(31P)!qui!indique!deux!signaux!à!148,6!ppm!et!

150,1!ppm!correspondants!aux!deux!diastéréoisomères!due!à!la!présence!de!l’atome!de!

phosphore.!

!

II.2)&Synthèse&du&phosphoramidite&alcyne&
&

Dans!la!littérature!sont!déjà!rapportés!des!exemples!d’ajouts!d’une!fonction!propargyle!

sur! des! nucléotides10.! Les! plus! courantes! se! retrouvent! au! niveau! de! la! base! azotée!

notamment!sur!des!bases!pyrimidiques!en!position!5!reliée!directement!au!cycle!ou!par!

le! biais! de! chaines! aliphatiques11,+ 12.! L’équipe! de! Vasseur! et! Morvan! a! introduit! une!

fonction! alcyne! au! niveau! du! lien! phosphodiester! par! le! biais! de! bras! aliphatique! ou!

d’éthylène!glycol13,+14.!Les!positions!2’15!et!3’16!ont!aussi!été!exploitées.!!

!

La!synthèse!du!phosphoramidite!alcyne!10!a!été!mise!au!point!au!sein!du!laboratoire!en!

201017.!La!synthèse!de!ce!phosphoramidite!commence!par!une!réaction!de!Barbier!entre!

l’aldéhyde!4!et!le!bromure!de!propargyle!transformé!en!organozincique!en!présence!de!

zinc!activé!(Schéma!25).!!

!

!
Schéma&25&:&Réaction&de&Barbier&sur&l’aldéhyde&4.&

!
Le!nucléoside!propargyle!8!est!obtenu!en!mélange!diastéréoisomérique!en!rapport!70!:!

30!comme!confirmé!par!spectroscopie!RMN!1H!par!intégration!des!protons!H1’!des!deux!

produits!obtenus!8a!et!8b!(Figure!33).!!
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!
Figure&33&:&Spectre&RMN&1H&(CDCl3,&300&MHz)&du&mélange&de&diastéréoisomères&8.&

!

Par! rapport! aux! travaux! précédemment! publiés17,! des! conditions! de! séparation! du!

mélange! ont! pu! être!mises! au! point.! Les! deux! diastéréoisomères! ont! été! séparés! par!

chromatographie! préparative! sur! colonne! de! silice! HPLC.! A! cause! de! la! difficulté! de!

séparation! des! deux! diastéréoisomères! (ΔRf<0,1) la! méthode! de! multiAinjections!
séquentielles! (100!mg/mL! pour! un! total! de! 3g! environ)! s’est! révélée! la! plus! efficace!

(Figure!34).!

!

!
Figure&34&:&Profil&chromatographique&de&séparation&des&deux&diastéréoisomère&de&8a&et&8b.&
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!
Le! profil! chromatographique! enregistré! montre! une! bonne! reproductibilité! des!

injections! et! l’analyse! des! spectres! RMN! du! proton! permet! de! confirmer! la! bonne!

séparation!des!deux!diastéréoisomères!(Figure!35).!!

!

!
Figure&35&:&Superposition&des&spectres&RMN&du&mélange&des&deux&diastéréoisomères&8a&+&8b&(en&noir)&avec&le&
8a&(en&rouge)&et&le&8b&(en&vert).&

!
Chaque! spectre! montre! qu’un! seul! nucléoside! est! présent,! avec! les! déplacements!

chimiques! correspondants! aux! H1’! à! 6,27! ppm! pour! 8a! et! 6,34! ppm! pour! 8b.! En!

particulier!les!signaux!des!protons!H5’!(3,27!ppm!pour!8a!et!3,77!ppm!pour!8b),!ont!des!

déplacements!chimiques!différents!en!raison!de!la!présence!du!centre!stéréogène.!

!

La! stéréochimie! S! du! produit!majoritaire!8a! a! été! confirmée! après! hydrogénation! en!

présence! du! catalyseur! de! Lindlar! en! l’alcool! 5’CAallylthymidine! correspondant.! Le!

spectre! RMN! 1H! de! ce! composé! a! été! comparé! avec! celui! du! 5’C(S)Aallylthymidine!

précédemment!synthétisé!au!laboratoire!et!dont!la!stéréochimie!avait!été!déterminée18.!!
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L’hydroxyle!en!position!5’!des!deux!diastéréoisomères!8a(S)!et!8b(R)!a!été!protégé!par!

un! groupement!protecteur!DMTr!dans! les!mêmes! conditions!que!précédemment,! puis!

l’hydroxyle!en!position!3’!a!été!déprotégé.!Les!alcynes!9a!et!9b!obtenus!ont!été!ensuite!

convertis!en!leurs!phosphoramidites!correspondants!10a!et!10b!dont!la!formation!a!été!

confirmée!par!spectroscopie!RMN!31P!avec!deux!signaux!à!149,7!ppm!et!148,8!ppm!pour!

10a!et!à!148,3!ppm!et!148,2!ppm!pour!10b!(Schéma!26).!!

!

!
Schéma&26&:&Introduction&du&groupement&protecteur&DMTr&sur&le&OH&en&position&5’&(1),&déprotection&du&OH&en&
position&3’&(2)&et&formation&des&phosphoramidites&10a&et&10b&à&partir&des&composés&8a&et&8b.&

!

II.3)&Synthèse&du&phosphoramidite&linéaire&bromé&
!

La! réaction! clé! pour! la! synthèse! du! phosphoramidite! 5’CAbromopentényle! 19! est! la!

condensation! de! Sakuraï19! entre! l’aldéhyde! 4! et! l’�AbromoAallyltriméthylsilane! 11c!

(Schéma!27).!

!
Schéma&27&:&Condensation&de&Sakuraï&sur&l’aldéhyde&4&avec&l’ω]bromo]allyltriméthylsilane&11c.&

!

Cette! réaction! permet! la! formation! de! liaisons! carboneAcarbone! de! manière!

stéréocontrollée!par!la!condensation!d’un!allylsilane!chiral!sur!un!composé!carbonylé20!

en!présence!d’éthérate!de!trifluorure!de!bore!(Et2O.BF3)!en!tant!qu’acide!de!Lewis.!!

!

L’�AbromoAalllyltriméthylsilane! 11c! est! obtenu! à! partir! de! l’allytriméthylsilane! qui,!

traité! par! un! organolithien,! le! secABuLi,! en! présence! de! triméthyléthylènediamine!
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(TMEDA),!s’additionne!sur!l’oxyde!d’éthylène.!La!fonction!hydroxyle!est!alors!convertie!

en!groupement!tosyle,!bon!groupement!partant!permettant!l’introduction!d’un!atome!de!

brome!par!traitement!avec!LiBr!(Schéma!28).!

!

!
Schéma&28&:&Synthèse&du&l’�]bromo]alllyltriméthylsilane&11c.&

!

Par! la!réaction!de!Sakuraï!sur! l’aldéhyde!4!un!mélange!de!produits!est!obtenu,! l’alcool!

homoallylique!linéaire!12!et!un!composé!cyclique!de!type!tetrahydrofurane!13!selon!les!

mécanismes! décrits! en! schéma! 29.! Ce! dernier,! par! traitement! avec! du! TiCl4! peut! être!

converti!en!produit!linéaire.!!

!
Schéma&29&:&Mécanisme&de&condensation&de&Sakuraï&permettant&la&formation&des&composés&12&et&13.&
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dichlorométhane! à! 0°C! pendant! trois! heures.! L’acide! de! Lewis! active! le! groupement!

carbonyle!de!l’aldéhyde!qui!subit!une!attaque!nucléophile!de!la!part!de!la!double!liaison!
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de! l’allylsilane.! Le! carbocation! formé! est! stabilisé! par! effet! β! permettant! la! formation!

après!hydrolyse!du!composé!12!et!peut!évoluer!en!formant!un!siliranium!intermédiaire!

qui!mène!à!la!formation!du!composé!cyclique!1318.!!

!
Après! l’étape!de! tritylation!de! la! fonction!hydroxyle! en!position!5’,! la!déprotection!du!

groupement!silylé!en!position!3’!n’a!pas!été!possible!en!utilisant!des!ions!fluorure!sans!

induire! un! déplacement! du! brome.! C’est! pourquoi! nous! avons! décidé! d’exploiter! le!

composé! cyclique! 13,! produit! majoritaire! de! la! condensation.! Le! nucléoside! linéaire!

bromé!12!peut!être!toutefois!exploité!pour!la!formation!de!nucléotides!fonctionnalisés.!

Sur! le! composé!13,! afin!de! contourner! le! problème!d’incompatibilité! entre! l’atome!de!

bore! et! les! conditions! de! déprotection! du! TBDPS! en! 3’,! nous! avons! envisagé! de!

remplacer!ce!dernier!par!un!acétyle!qui!peut!être!éliminé!en!conditions!basiques!douces!

(K2CO3!dans!un!mélange!eau/méthanol)!sans!déplacer! l’atome!de!brome!(Schéma!30).!

Ainsi!le!composé!13,!traité!dans!des!conditions!plus!douces!en!utilisant!le!NH4F.HF,!qui!

ne!perturbe!pas! l’atome!de!brome,!a!permis!d’obtenir! le!produit!déprotégé!14!dont! la!

structure!a!été!confirmée!par!analyse!des!spectres!RMN!(1H!et!13C)!et!en!particulier! le!

spectre!de!masse!exclu!le!déplacement!du!brome!par!le!fluor.!Un!traitement!très!rapide!

(1!minute)!avec!du!TiCl4,!nous!a!ensuite!conduit!au!produit!linéaire!16.!

!

!
Schéma&30&:&Changement&du&groupement&protecteur&sur&le&OH&en&3’&et&linéarisation&à&partir&de&13.&

!
Le! phosphoramidite! linéaire! bromé! 19! a! ensuite! été! obtenu! en! suivant! la! séquence!

classique!d’installation!prévoyant! la!protection!de! l’hydroxyle!en!5’,! la!déprotection!de!

l’hydroxyle! en! position! 3’! et! formation! de! la! fonction! phosphoramidite! avec! un!

rendement!modeste!de!36%!sur!trois!étapes.!(Schéma!31).!
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!
Schéma&31&:&Synthèse&du&phosphoramidite&linéaire&bromé&19.&

!
La! formation! du! produit!19! a! été! confirmée! par! l’apparition! de! deux! signaux! à! 148,6!

ppm!et!149,1!ppm!correspondants!aux!deux!diastéréoisomères!sur!le!spectre!RMN!31P.!

!

Les! phosphoramidites! convertibles!7,! 10a,! 10b! et! 19! ont! été! obtenus! purs! avec! des!

rendements!globaux!modestes!(37%!pour!7,!15%!pour!10a,!7%!pour!10b!sur!4!étapes,!

et! 7%! sur! 7! étapes! pour!19! à! partir! de! l’aldéhyde!4)! mais! à! l’échelle! du! gramme! et!

conditionnés! sous! atmosphère! d’argon! de! manière! fractionnée! (entre! 50! et! 100! mg)!

permettant!de!réaliser!la!synthèse!automatisée.!

!

III)&Synthèse&des&nucléotides&fonctionnalisés&
!

Les! nucléotides! fonctionnalisés,! tout! comme! les! nucléotides! convertibles,! doivent! être!

compatibles! avec! la! synthèse! supportée! automatisée! d’oligonucléotides.! Comme!

explicité! dans! le! schéma! rétrosynthétique! (Schéma!18,! page! 86),! l’ester!5,! les! alcynes!

8a/b& et! le! linéaire! bromé!12! peuvent! être! exploités! pour! synthétiser! les! nucléotides!

fonctionnalisés!par!les!groupements!chimiques!mimant!les!chaines!latérales!des!acides!

aminés!acide!aspartique,!serine!et!histidine.!!

!
Sur!les!trois!approches!possibles!pour!l’obtention!des!nucléosides!fonctionnalisés,!nous!

ne!présenterons!dans!ce!mémoire!que!celles!utilisant!les!dérivés!5’CAester!de!méthyle!et!

5’CASApropargyle!thymidine!(Schéma!32).!!
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!

!
Schéma&32&:&Rétrosynthèse&des&phosphoramidites&fonctionnalisés&à&synthétiser.&

!

III.1)&Synthèse&des&phosphoramidites&fonctionnalisés&amides&à&partir&du&dérivé&5’CQester&de&
méthyle&
!

Le! composé! ester! 5! a! été! utilisé! afin! d’obtenir! des! phosphoramidites! fonctionnalisés!

portant!un!lien!amide!décris!en!figure!36.!

!

!
Figure&36&:&Phosphoramidites&amide&cibles&portant&un&cycle&imidazole&mime&de&l’histidine,&une&fonction&alcool&
mime&de&la&serine&et&un&acide&carboxylique&mime&de&l’acide&aspartique.&&

!

La!substitution!nucléophile!directe!du!groupement!ester!de!méthyle!par!une!amine!en!

condition!basique!de!triéthylamine!ne!nous!a!pas!permis!d’aboutir!aux!composés!amides!

souhaités,!aucune!conversion!n’ayant!été!observée.!Pour!la!formation!de!liens!amides!la!

littérature!reporte!généralement!des!processus!de!couplages!peptidiques!impliquant!un!

acide!carboxylique!et!une!amine.!Afin!éviter!une!étape!de!synthèse!supplémentaire!pour!

obtenir! l’acide! carboxylique! à! partir! de! l’ester,! nous! avons! décidé! d’exploiter! la! voie!
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d’aminolyse!d’esters!introduite!pour!la!première!fois!par!Weinreb21!en!1977!qui!prévoit!

l’activation! des! amines! par! du! triméthylaluminium! (AlMe3).! Pour! cela! nous! avons! fait!

réagir!l’ester!5!avec!les!équivalents!aminés!tels!que!le!pivalate!de!2Aaminoéthyl!20!pour!

la!serine,!l’acide!aminobutyrique!pour!l’aspartate!et!l’histamine!pour!l’histidine!(Schéma!

33).!

!

!
Schéma&33&:&Schéma&général&des&nucléotides&obtenus&à&partir&de&5.&

!

III.1.a)!Condensation!des!amines!sur!l’ester!avec!AlMe3!
!
L’AlMe3! rend! les!amines!plus!nucléophiles!en! formant!un!amidure!d’aluminium! in+situ!

qui,!en!présence!d’un!ester!mène!à!la!formation!de!l’amide!correspondant!(Schéma!34).!!

!

!
Schéma&34&:&Mécanisme&d’activation&d’une&amine&avec&AlMe3&et& formation&d’un&amide&par& réaction&avec&un&
ester.&
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!
L’AlMe3!étant!un!organoAaluminique!pyrophorique,!il!est!à!manipuler!avec!précaution.!Il!

existe! une! alternative! moins! contraignante,! le! bis(trimethylaluminum)A1,4A

diazabicyclo[2.2.2]octane! (DABALAMe3)22,+23!qui!est!un!complexe!stable!à! l’air! constitué!

de!1,4Adiazobicyclo(2.2.2.)octane!(DABCO)!avec!du!triméthylaluminium.!Néanmoins!les!

essais!que!nous!avons!faits!avec!ce!réactif!ne!nous!ont!pas!permis!d’aboutir!aux!amides!

désirés.!!

!

' ' III.1.a.1)'Condensation'du'pivalate'de'2Aaminoéthyle'sur'l’ester'
!

Pour!l’introduction!de!la!fonction!alcool!sur!le!nucléoside!5!nous!avons!décidé!dans!un!

premier! temps! d’utiliser! l’éthanolamine! commerciale.! Lors! d’un! premier! essai! de!

condensation! sur! l’ester! avec! de! l’AlMe3! dans! du! dichlorométhane! anhydre! le! produit!

désiré! n’a! pas! été! obtenu! laissant! intact! l’ester! 5! de! départ! (Schéma! 35_a).! Un!

dégagement! gazeux! important! est! observé! lors! de! l’ajout! de! l’AlMe3! sur! le! 2A

aminoéthanol,!ce!qui!laisse!supposer!que!l’hydroxyle!libre!du!2Aaminoéthanol!hydrolyse!

l’AlMe3.!!

!

!!

Schéma&35&:&Formation&du&composé&amide]Ser&21.&

!
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Nous!avons!donc!décidé!de!protéger! la! fonction!alcool! libre!de! l’éthanolamine!avec!un!

groupement!compatible!avec!la!synthèse!supportée,!le!Piv,!car!résistant!aux!conditions!

acides!de!déprotection!ainsi!qu’à! l’étape!d’oxydation.!De!plus,!étant!basoAlabile,! il!peut!

être!éliminé!pendant!l’étape!finale!de!traitement!ammonical.!Cela!est!effectué!en!faisant!

réagir! le! 2Aaminoéthanol! avec! du! chlorure! de! pivaloyle! pendant! deux! heures! à! 90°C!

permettant! d’aboutir! au! composé! 20& avec! un! rendement! quantitatif.! Ce! dernier! en!

présence! d’AlMe3! est! alors! condensé! sur! l’ester! 5! dans! du! dichlorométhane! anhydre!

pour! former! le! composé! 21! avec! un! rendement! de! 40%! (Schéma! 35_b)! mais! nous!

permettant!de!récupérer!60%!d’ester!de!départ.!Le!produit!obtenu!a!été!caractérisé!par!

spectrométrie!de!masse,!(m/z!=!666,5![M+H+]),!et!par!spectroscopie!RMN!1H!qui!indique!

la! formation! du! lien! amide! par! la! présence! d’un! signal! sous! forme! d’un! triplet!

correspondant! au! proton! NAH8’! avec! un! déplacement! chimique! de! 6,17! ppm! et! une!

constante!de!couplage!3J!=!5,2!Hz!avec!les!protons!H9’!(Figure!37).!!

!

!!
Figure&37&:&Extrait&du&spectre&de&RMN&1H&(CDCl3,&300&MHz)&du&composé&21.&
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!
Par! spectroscopie!RMN!13C!et!grâce!aux!méthodes!d’analyse!en!deux!dimension!HSQC!

1H/13C!(Figure!38),!COSY!1H/1H!(Figure!39)!et!HMBC!1H/13C!(Figure!40),!nous!avons!pu!

confirmer! que! le! proton! à! 6,17! ppm! n’est! pas! relié! à! un! carbone! et! corrèle! avec! les!

protons!H9’!et!avec!le!carbonyle!C7’.!

!
Figure&38&:&Spectre&de&RMN&HSQC&1H/13C&(CDCl3)&du&composé&21.&
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!
Figure&39&:&Spectre&de&RMN&COSY&1H/1H&(CDCl3)&du&composé&21.&

!

!
Figure&40&:&Spectre&de&RMN&HMBC&1H/13C&(CDCl3)&du&composé&21.&

&

' ' III.1.a.2)'Condensation'de'l’acide'4Aaminobutyrique'sur'l’ester&
!

Le! produit! de! condensation!22! a! été! obtenu! en! faisant! réagir! l’ester!5! avec! l’acide! 4A

aminobutyrique! commercial.! Dans! ce! cas! une! protection! préalable! n’a! pas! été!
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nécessaire,! la! condensation! de! l’acide! 4Aaminobutyrique! sur! l’ester! 5! avec! l’AlMe3! a!

permis!d’obtenir!le!composé!22!avec!un!rendement!de!61%!en!récupérant!39%!d’ester!

5!n’ayant!pas!réagi.!(Schéma!36).!!

!

!
Schéma&36&:&Synthèse&du&composé&amide]Asp&22.&

!
Dans! ce! cas! aussi! l’obtention! du! produit! désiré! a! été! confirmée! par! spectrométrie! de!

masse!(m/z!=!624,3![MAH+])!et!par!l’analyse!combinée!des!spectres!de!RMN!1H!(Figure!

41),!RMN!13C,!HSQC!1H/13C!(Figure!42),!COSY!1H/1H!(Figure!43)!et!HMBC!1H/13C!(Figure!

44)!enregistrés.!La!présence!d’un!triplet!à!6,55!ppm!avec!une!constante!de!couplage!de!

3J! =! 5,6! Hz! relatif! à! un! proton! non! relié! à! un! carbone! nous! a! permis! de! confirmer! la!

formation!du!lien!amide.!Ce!signal!présente!de!plus!une!corrélation!avec!le!groupement!

carbonyle!C7’!du!lien!amide!formé.!

!

!
Figure&41&:&Extrait&du&spectre&de&RMN&1H&(CDCl3,&300MHz)&du&composé&22.&
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!
Figure&42&:&Spectre&de&RMN&HSQC&1H/13C&(CDCl3)&du&composé.&&

!

!
Figure&43&:&Spectre&de&RMN&COSY&1H/1H&(CDCl3)&du&composé&22.&
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!
Figure&44&:&Spectre&de&RMN&HMBC&1H/13C&(CDCl3)&du&composé&22.&

&

' ' III.1.a.3)'Condensation'de'l’histamine'sur'l’ester.&
!

Des! exemples! de! condensations! sur! des! esters! en! utilisant! des! amines! hydrochlorées!

activées! en! présence! d’AlMe3! sont! rapportés! dans! la! littérature24.! Dans! notre! cas! en!

utilisant!l’histamine!dihydrochlorée!commerciale,!la!formation!du!produit!désiré!23!n’a!

pas!été!observée.!Malgré!nos!efforts!de!déhydrochloration!par!extraction!en!continu!en!

milieu! basique! nous! n’avons! pas! réussi! à! obtenir! l’équivalent! non! hydrochloré! de!

l’histamine.! Nous! avons! donc! utilisé! l’histamine! commerciale! nonAhydrochlorée,! bien!

plus!chère!que!la!précédente!(67,60€!les!5!g!pour!la!dihydrochlorée!contre!247,50€!les!

5g!pour!l’histamine!non!hydrochlorée).!!

Comme! dans! le! cas! de! l’acide! 4Aaminobutyrique,! aucune! protection! préalable! n’a! été!

effectuée!malgré!le!risque!de!formation!d’un!produit!secondaire!par!condensation!du!NA

H!du!cycle! imidazole! sur! l’ester.!Cependant,!pour!privilégier!une!synthèse!courte! sans!

une! séquence! de! protection/déprotection! entre! l’amine! secondaire! de! l’imidazole! et!

l’amine! primaire,! la! réaction! de! condensation! sur! l’ester! 5! a! été! testée! dans! ces!

conditions.! Le! produit! d’addition! 23! a! ainsi! été! obtenu! avec! un! rendement! assez!

satisfaisant!de!58%!tout!en!récupérant!les!42%!d’ester!n’ayant!pas!réagi!(Schéma!37).!
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!

!
Schéma&37&:&Synthèse&du&composé&amide]His&23.&

!

La!structure!du!produit!a!été!confirmée!par!spectrométrie!de!masse!(m/z!=!632,29![MA

H+]),! et! par! l’analyse! combinée! des! spectres! de! RMN! 1H! (Figure! 45),! RMN! 13C,!HSQC!

1H/13C! (Figure! 46)! ,! COSY! 1H/1H! (Figure! 47)! et! HMBC! 1H/13C! (Figure! 48).! Outre! la!

présence!d’un!signal!triplet!à!7,04!ppm!avec!une!constante!de!couplage!de!3J!=!5,4!Hz!sur!

le!spectre!de!RMN!1H!relatif!au!proton!NAH8’!non!relié!à!un!carbone,!la!corrélation!de!ce!

dernier!avec!les!protons!H9’!de!l’histamine!mise!en!évidence!par!le!spectre!COSY!1H/1H!!

confirme! que! la! condensation! a! lieu! par! l’amine! primaire! et! non! pas! par! l’amine!

secondaire!de!l’imidazole.!!

!

!
Figure&45&:&Extrait&du&spectre&1H&RMN&(CDCl3,&300&MHz)&du&composé&23.&
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!
Figure&46&:&Spectre&de&RMN&HSQC&1H/13C&(CDCl3)&du&composé&23.&

!

!
Figure&47&:&Spectre&de&RMN&COSY&1H/1H&(CDCl3)&du&composé&23.&
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!

!
Figure&48&:&Spectre&de&RMN&HMBC&1H/13C&(CDCl3)&du&composé&23.&

!

III.1.b)!Protections!des!fonctions!chimiques!introduites!
!

La! fonction!acide! carboxylique!du! composé!22! et! le!NAH!de! l’imidazole!du!produit!23!

doivent! être! protégés! afin! de! ne! pas! interférer! lors! de! la! synthèse! automatisée!

d’oligonucléotides.!!

!

' ' III.1.b.1)'Protection'de'la'fonction'acide'carboxylique'du'composé'amideAAsp&
&

La! présence! d’un! acide! carboxylique! sur! un! nucléotide! n’est! pas! compatible! avec! la!

synthèse! automatisée,! et! a! donc! été! convertie! en! ester! de! méthyle.! La! réaction!

d’estérification!a!été!effectuée!en!utilisant!une!résine!échangeuse!d’ions,!l’Amberlite!IRA

120!dans!du!méthanol!(Schéma!38).!!

!

!
Schéma&38&:&Protection&de&la&fonction&acide&carboxylique&du&composé&22.&

!
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Cette!méthode!nous!a!permis!d’avoir!une!conversion!totale!de!22!en!24!et!le!produit!pur!

a!été!récupéré!après!simple!filtration!des!billes!de!résine!et!évaporation!du!solvant.!

!

III.1.b.2)'Protection'du'NAH'de'l’imidazole'du'compose'amideAHis&
!

L’amine!secondaire!de!l’imidazole,!de!par!son!caractère!basique,!peut!interférer!lors!de!

l’activation!du!diamidite!par!le!tétrazole.!La!stratégie!de!protection!de!cette!fonction!sur!

23!s’est!avérée!plus!délicate!que!prévue!à!mettre!en!place.!Le!PivOM!a!été!choisi!comme!

groupement! protecteur! car! il! est! baso! labile! et! résistant! aux! étapes! de! déprotection!

acide! et! d’oxydation! de! la! synthèse! automatisée! d’oligonucléotides.! En! raison! de! la!

présence!de!l’hydroxyle!libre!sur!le!carbone!5’,!nous!avons!tenté!dans!un!premier!temps!

de! protéger! ce! dernier! par! le! groupement! DMTr! dans! les!mêmes! conditions! utilisées!

pour! tous! les! autres! composés! synthétisés! en! utilisant! 2,5! équivalents! de!DMTrCl.! Un!

mélange!de!deux!produits!a!été!obtenu!qui!ont!été!séparés!par!chromatographie!HPLC!

préparative.!L’analyse!du!spectre!de!RMN!1H!du!produit!minoritaire!nous!a!confirmé!la!

formation!du!produit!attendu!25,!en!revanche!pour!le!produit!majoritaire!26,!le!spectre!

de!RMN!1H!étant!très!complexes,!il!n’a!pas!été!possible!d’identifier!la!structure!produits.!

En!revanche!les!résultats!en!spectrométrie!de!masse!des!deux!fractions!récupérées!nous!

ont!permis!de!déterminer!que! le!produit!26!majoritairement!obtenu!(80%)!présentait!

deux! groupements! DMTr! (m/z! =! 1235,1! [MAH]A),! le! deuxième! DMTr! étant!

vraisemblablement!installé!sur!l’amine!secondaire!de!l’imidazole!(Schéma!39).!

!
Schéma&39&:&Essai&de&protection&de&l’hydroxyle&5’C&avec&le&DMTr.&

!
La! tentative!de!protection!de! l’amine! secondaire!de! l’imidazole!du! composé!25! par! le!

PivOM!en!faisant!réagir!le!substrat!avec!le!chlorure!de!pivaloyloxymétyle!dans!du!DMF!
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en!présence!de!K2CO3,!a! conduit!à!un!mélange!de!produit!qu’il!n’a!pas!été!possible!de!

séparer!par!chromatographie!sur!colonne!et! le!spectre!RMN!1H!du!brut!ne!nous!a!pas!

permis!d’en!identifier!les!composants.!!

Nous! avons! alors! décidé! d’installer! un! groupement! protecteur! silylé! temporaire! sur!

l’hydroxyle! en! position! 5’! du! composé! 23! nous! permettant! de! protéger! l’amine!

secondaire!avec!le!PivOM!avant!l’introduction!du!DMTr.!La!silylation!a!donné!le!produit!

souhaité!27! avec! un! rendement!moyen! de! 61%.! Cependant! la! réaction! de! protection!

avec!le!PivOM!a!fourni!un!mélange!de!produits!28a!et!28b!qui!n’a!pas!pu!être!séparé!sur!

colonne!de!silice!en!HPLC.!L’analyse!par!spectrométrie!de!ce!dernier!indique!la!présence!

d’un!seul!pic! (m/z!=!932,5! [MAH+])!correspondant!au!produit!doublement!protégé!par!

deux! groupements! PivOM.! L’analyse! des! spectres! RMN! 1D! et! 2D! s’est! révélée! très!

compliquée,!mais!nous! avons! tout!de!même!pu! confirmer! la!présence!du! groupement!

PivOM! sur! le! NAH! de! l’imidazole!mais! aussi! sur! le!N3! de! la! base! thymine.! De! plus! la!

protection! du! NAH! de! l’imidazole! a! eu! lieu! sur! les! deux! formes! de! résonance! de! ce!

dernier,! fournissant! ainsi! un!mélange! 50/50! de! deux! produits! protégés! (Schéma! 40).!

Pour! confirmer! cette! hypothèse! nous! avons! soumis! le! mélange! 28a! et! 28b! à! un!

traitement! ammoniacal! dans! du! méthanol,! conditions! permettant! l’élimination! du!

groupement! protecteur! PivOM! et! SiMe3.! Le! spectre! 1H! RMN! du! produit! ainsi! obtenu!

après!ce!traitement!confirme!la!reconversion!de!28a!et!28b!en!23.!!

!
Schéma&40&:&Silylation&de&l’hydroxyle&en&position&5’C&et&protections&avec&le&PivOM.&

!
La! protection! de! l’amine! secondaire! sur! les! deux! formes! de! résonance! du! noyau!

imidazole! ne! pose! pas! de! problèmes! car! après! incorporation! au! sein! des! séquences!

oligonucléotidiques,!le!groupement!PivOM!sera!déprotégé.!La!présence!d’une!protection!
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sur!la!base!thymine,!bien!que!compliquant!l’analyse!des!spectres!RMN!et!l’identification!

des!produits,!n’est!pas!non!plus!un!obstacle.!Nous!avons!ainsi!décidé!de!poursuivre! la!

synthèse!sur!ce!mélange.!!

Afin! d’introduire! le! groupement! protecteur!DMTr! sur! l’hydroxyle! en! position! 5’,! nous!

avons!dans!un!premier! temps!déprotégé!sélectivement! l’éther!silylé!en!position!5’!par!

traitement!avec!de!l’APTS!dans!du!méthanol,!conditions!compatibles!avec!le!groupement!

silylé!TBDPS!présent!sur!l’hydroxyle!en!position!3’.!La!réaction!a!été!réalisée!avec!succès!

pour!aboutir!au!composé!29!(en!mélange!de!régioisomères)!avec!un!très!bon!rendement!

de!74%!(Schéma!41).!

!

!
Schéma&41&:&Désilylation&de&l’hydroxyle&en&position&C3’&du&composé&28.&

!

III.1.c)!Synthèse!des!phosphoramidites!fonctionnalisés!amides!
!

A!partir!des!synthons!21,!24!et!29,!la!formation!des!phosphoramidites!correspondants!

nécessite! la! même! séquence! d’étapes! (protection! de! l’hydroxyle! secondaire! sur! le!

carbone! 5’! avec! un! DMTr,! déprotection! de! l’alcool! sur! le! carbone! 3’! et! formation! du!

phosphoramidite!à!partir!de!ce!dernier)!que!pour!les!phosphoramidites!convertibles.!!

A! partir! des! composés!21! et!24! ces! étapes! ont! été! effectuées! avec! succès! permettant!

d’aboutir!aux!phosphoramidites!fonctionnalisés!finaux!32!et!35!portant!respectivement!

la! fonction! alcool!mime!de! la! serine! et! la! fonction! acide! carboxylique!mime!de! l’acide!

aspartique,!avec!un!rendement!global!de!8%!et!6%!respectivement!à!partir!de!l’ester!5!

(Schéma! 42).! Ces! deux! produits! ont! été! caractérisés! par! spectrométrie! de! masse!

indiquant! un!m/z! de! 952,4! ([MANa]+)! pour!32! et! de! 924,4! ([MANa]+)! pour!35,! et! par!

spectroscopie!RMN! 31P! indiquant! la!présence!de!deux!pics! à!150,1!ppm!et!148,3!ppm!

pour!32!et!à!150,1!ppm!et!148,7!ppm!pour!35!caractéristiques!des!phosphoramidites.!

Dans!le!cas!du!produit!35!nous!observons!aussi! ,!malgré!la!purification!sur!colonne!de!

silice! HPLC,! un! pic! à! 14,3! ppm! sur! le! spectre! RMN! 31P! indiquant! la! présence! de! HA

phosphonate!résiduel!formé!par!hydrolyse!du!chlorophosphite.!!
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!

!
Schéma&42&:&Synthèse&des&phosphoramidites&Ser&32&et&Asp&35.&

!
Malheureusement!à!partir!du!composé!29! le!groupement!protecteur!DMTr!n’a!pas!pu!

être! introduit! probablement! en! raison! de! l’encombrement! stérique! des! deux!

groupements! PivOM.! De! ce! fait,! le! phosphoramidite! portant! la! fonction! mime! de!

l’histidine!n’a!pas!pu!être!obtenu.!Pour!s’affranchir!des!complications!liées!aux!doubles!

protections,! il! serait! envisageable! de! réaliser! l’étape! de! substitution! nucléophile! sur!

l’ester!5!en!utilisant!l’histamine!déjà!protégée!par!le!groupement!protecteur!PivOM!sur!

le!NAH!du!noyau!imidazole.!!

!

Nous! avons!donc! réussi! à! obtenir! les!deux!phosphoramidites! fonctionnalisés!porteurs!

des! fonctions!mimes!de! la! serine! Ser!32! et! de! l’aspartate!Asp!35,! avec! un! rendement!

respectif! global! de! 8%! et! 18%! à! partir! de! l’ester! 5.! La! synthèse! du! troisième!

phosphoramidie,!portant!la!fonction!imidazole,!n’ayant!pas!abouti,!une!voie!de!synthèse!

alternative!est!en!cours.!! !
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III.2)&Synthèse&des&phosphoramidites&fonctionnalisés&triazoles&à&partir&du&dérivé&alcyne&
&

Le!nucléoside!alcyne!5’CAS!8a!peut!permettre!d’obtenir!des!nucléotides!fonctionnalisés!

avec!un!lien!de!type!triazole!reliant!la!modification!au!sucre.!Cet!hétérocycle!confère!aux!

structures!un!fort!caractère!hydrophobe!et!de!la!rigidité,! importante!pour!l’orientation!

des!modifications!au!sein!des!structures!secondaires!formées!par!les!brins!dans!lesquels!

sont! introduits! ces! nucléotides.! Nous! avons! donc! décidé! dans! un! premier! temps!

d’utiliser!uniquement!le!nucléoside!8a!afin!de!valider!la!procédure!de!synthèse!car!d’une!

part! c’est! le! produit!majoritaire! de! la! réaction! de! condensation! de! Barbier,! et! d’autre!

part!il!possède!la!même!stéréochimie!que!celle!des!nucléosides!ester!et!linéaire!bromé!

ce! qui! nous! permet! d’obtenir! une! librairie! de! produits! complète.! Les! nucléotides!

synthétisés!sont!présentés!à!la!Figure!49.!!

!

!
Figure&49&:&Phosphoramidites&triazole&synthétisés.&

!

La! réaction! clé! est! la! réaction! CuAAC! effectuée! sur! l’alcyne! 8a! avec! les! azotures!

correspondants!(Schéma!43).!

!
Schéma&43&:&Schéma&général&d’obtention&des&nucléotides&par&CuAAC&à&partir&de&8a.&

!
Dans!un!premier!temps!il!a!fallu!synthétiser!les!azotures!nécessaires!à!l’introduction!des!

fonctions!chimiques!souhaitées!par!réaction!CuAAC.!
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III.2.a)!Synthèse!des!azotures!!
!

Les!trois!azotures!37,!38!et!41!ont!été!choisis!pour!introduire!les!fonctions!mimes!des!

chaines! latérales! de! la! sérine,! de! l’acide! aspartique! et! de! l’histidine! (Figure! 50).! La!

fonction!alcool,!acide!carboxylique!et!le!cycle!imidazole!doivent,!dans!ce!cas!aussi,!être!

protégés!avant!l’incorporation!au!sein!des!séquences.!Nous!avons!envisagé!des!voies!de!

synthèse! permettant! d’obtenir! les! azotures! déjà! protégés! et! comme! pour! les! amines!

condensées! sur! l’ester! 5,! nous! avons! choisi! pour! les! azotures! les! groupements!

protecteurs!Piv!pour!l’alcool,!ester!de!méthyle!pour!l’acide!carboxylique!et!PivOM!pour!

le!noyau!imidazole.!!

!

!
Figure&50&:&Azotures&37,&38&et&41&utilisés&pour&introduire&les&fonctions&alcool,&acide&carboxylique&et&imidazole.&

!

III.2.a.1)'Synthèse'des'azotures'2AazidoéthylApivalate'et'3Aazidopropanoate'de'
méthyle'(respectivement'azoture'de'la'sérine'et'de'l’acide'aspartique)'

!

Les! azotures! 37! et! 38! ont! été! synthétisés! par! substitution! nucléophile! à! partir! des!

équivalents! commerciaux! bromés! à! savoir! le! bromoéthanol! pour! l’azoture! 37! et! le!

méthylA3Abromopropanoate!pour!l’azoture!38.!Concernant! le!bromoéthanol! la! fonction!

alcool!du!bromoéthanol!a!été!protégée!par!réaction!avec!le!chlorure!de!pivaloyle!dans!de!

la! pyridine! afin! d’obtenir! le! bromoéthylApivalate! 36! avec! un! rendement! de! 63%.! Le!

composé!36!et! le!3Abromopropanoate!de!méthyle!ont!tous! les!deux!été!traités!avec!de!

l’azoture!de!sodium!permettant!d’aboutir!respectivement!à!l’azoture!37!et!à!l’azoture!38&

avec!des!rendements!quantitatifs!(Schéma!44).!!

!

!!
Schéma&44&:&Synthèse&des&azotures&37!et&38.&
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!
Les! produits! formés! ont! été! caractérisés! par! spectroscopie! RMN! et! par! spectroscopie!

infrarouge! indiquant! pour! les! deux! composés! la! bande! caractéristique! de! la! fonction!

azoture!à!2103,7!cmA1!pour!37!et!2107,5!cmA1!pour!38.!

!

III.2.a.2)'Synthèse'de'l’azoture'(5A(2Aazidoéthyl)A1HAimidazolA1Ayl)méthyl'
pivalate'(azoture'de'l’histamine)&

!

Pour! des! raisons! de! coût,! la! synthèse! de! 41! a! été! réalisée! à! partir! de! l’histamine!

commerciale!dihydrochlorée,!et!nous!avons!étudié!une!voie!d’accès!à!sa!forme!azoture!

par!réaction!de!transfert!de!diazote25P27!(Schéma!45).!!

!

!
Schéma&45&:&Synthèse&de&l’azoture&41.&

!
Cette!méthode!catalysée!par!du!cuivre!II,!utilise!l’azoture!de!trifluorométhanesulfonyle!

(ou!azoture!triflique,!TfN3!39)!en!tant!que!donneur!de!diazote!et!permet!d’obtenir!des!

azotures! avec! conservation! de! la! stéréochimie! présente! sur! la!molécule! si! besoin.! Le!

TfN3! étant! potentiellement! explosif! lorsqu’il! n’est! pas! solubilisé! dans! un! solvant!

organique,! une! alternative! moins! dangereuse! a! été! proposée! par! GoddarqABorger! et!

Stick28! en! remplaçant! 39! par! l’azoture! d’imidazoleA1Asulfonyle.! Ces! deux! méthodes!

permettent!d’utiliser!des!amines!hydrochlorées!ou!dihydrochlorées.!

!

Nous! avons! dans! un! premier! temps! essayé! la! méthode! avec! l’azoture! d’imidazoleA1A

sulfonyle!moins!dangereux!(Schéma!46),!mais!la!réaction!sur!l’histamine!dihydrochlorée!

n’a!pas! fourni! l’azoture!désiré.!Le!produit!obtenu,! faiblement!soluble!dans! les!solvants!

apolaires,!n’a!pas!pu!être!caractérisé.!
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!
Schéma&46&:& Essai&d’utilisation&de& l’azoture&d’imidazole]1]sulfonyle&pour& la& réaction&de& transfert&de&diazote&
sur&l’histamine&dihydrochlorée.&

!
!
Le!TfN3!39!a!donc!été!synthétisé!en!faisant!réagir!l’anhydride!triflique!avec!l’azoture!de!

sodium!pendant!deux!heures,!et!a!ensuite!été!additionné!à! l’histamine!dihydrochlorée!

solubilisée!dans!du!méthanol! en!présence!de! carbonate!de!potassium!et!de! sulfate!de!

cuivre! pentahydraté.! Ainsi! nous! avons! obtenu! l’azoture! histidine!40! avec! un! très! bon!

rendement!de!94%.!Le!groupement!protecteur!PivOM!a!enfin!été! introduit!de!manière!

quantitative!en!faisant!réagir!40!avec!le!chlorométhylpivalate!en!milieu!basique!dans!du!

DMF!(Schéma!45).!

!

Le!spectre!de!masse!du!composé!41,!montre!la!présence!d’un!seul!produit!avec!un!m/z!

de!252,1!mais!l’analyse!du!spectre!RMN!1H!montre!dans!ce!cas!aussi!la!présence!de!deux!

produits!similaires!en!rapport!9!:1!(Figure!51).!La!protection!de!l’amine!secondaire!du!

cycle! imidazole! a! eu! lieu! sur! les! deux! formes! de! résonance,! le!majoritaire! étant! celui!

dont!le!PivOM!est!le!plus!éloigné!de!la!chaine!éthylénique!reliée!au!cycle!(41a)!identifié!

grâce!à!l’analyse!du!spectre!HMBC!(1H/13C)!du!produit!(Figure!52)!qui!permet!de!mettre!

en!évidence!la!corrélation!entre!les!protons!H8’!et!H4’!pour!le!produit!majoritaire!obtenu,!

ce!qui!prouve!qu’il!s’agit!bien!du!composé!41a.!La!formation!de!l’azoture!a!été!confirmée!

par! spectroscopie! infrarouge!avec! la!bande!d’absorption!caractéristique!de! la! fonction!

azoture!à!2102,5!cmA1.!

!
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!
Figure&51&:&Spectre&1H&RMN&(CDCl3,&300&MHz)&des&deux&régioisomères&40.&

!
Figure&52&:&Spectre&HMBC&(CDCl3)&du&composé&41.&
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La! formation! de! ces! deux! isomères! est! une! confirmation! supplémentaire! de! notre!

hypothèse!concernant!la!formation!des!deux!isomères!28a!et!28b!(Chapitre!II_III_1_b.2).!

!

III.2.b)!Réactions!de!cylcoaddition!azoture5alcyne!catalysées!par!du!Cu(I)!
!

Avec! les! trois! azotures! 37,! 38! et! 41! il! a! été! possible! d’effectuer! les! réactions! de!

«!chimie!click!»!CuAAC! sur! l’alcyne! (S)!majoritaire!8a.! Cette! variante!de! la! réaction!de!

cycloaddition! 1,3! dipolaire! de! Huisgen! introduite! par! Sharpless29! et! Meldal30! permet!

d’obtenir!uniquement!l’adduit!1,4!de!manière!régiosélective.!!

Afin! d’optimiser! la! réaction! nous! avons! réalisé! plusieurs! essais! en! utilisant! le! 2A

azidoéthanoate!de!méthyle!disponible!en!grande!quantité!au! laboratoire! (Schéma!47),!

en! faisant! varier! la! source! et! la! quantité! du! catalyseur! à! base! de! cuivre,! le! solvant,! la!

température!et!le!temps!de!réaction!(Tableau!1).!

!

!
Schéma&47&:&Réaction&de&CuAAC&d’optimisation&des&conditions&réalisée&avec& le&2]azidoéthanoate&de&méthyle&
sur&le&composé&8a.&

!
Tableau&1&:&Mise&au&point&des&&conditions&de&CuAAC&du&2]azidoéthanoate&de&méthyle&sur&le&composé&8a.&&

Entrée& Source&de&

Cuivre&

Eq.& Asc.Na&

(eq.)&

Solvants& T.(°C)& Temps&

(h)&

Rdt&

%&

1& CuSO4.5H2O! 0,3! 0,3! CH3CN! 30! 12! 0!

2& CuSO4.5H2O! 0,3! 0,3! H2O/MeOH!1!:1! 30! 12! 0!

3& CuSO4.5H2O! 0,3! 0,3! H2O/MeOH!1!:1! 80! 12! 0!

4& CuI! 0,5! 0,5! MeCN/DIPA!4!:1! 30! 12! 38!

5& Cu2(AcO)4! 0,2! 0,2! H2O/iPrOH!1!:1! 30! 12! 0!

6& Cu2(AcO)4! 1,2! 1,2! H2O/iPrOH!1!:1! 30! 12! 53!

7& Cu2(AcO)4! 1,2! 1,2! H2O/iPrOH!1!:1! 80! 1! 100!

!
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En!présence!de!cuivre!II!en!quantité!catalytique!(entrée!1,2,3),! la!cycloaddition!n’a!pas!

eu! lieu!malgré! les!changements!de!solvant!(entrée!2)!et!de!température!(entrée!3).!La!

catalyse!au!cuivre!II!en!présence!de!réducteur!(ascorbate!de!sodium)!ne!donnant!aucun!

résultat,!un!essai!avec!du!cuivre!I!en!présence!d’une!base!a!été!mené!(entrée!4).!Dans!ces!

conditions,!le!produit!a!été!obtenu!avec!un!rendement!de!38%.!

En!parallèle,! les! essais! avec!du! cuivre! II! en!quantité! catalytique!ont! été! poursuivis! en!

remplaçant!le!sulfate!de!cuivre!par!de!l’acétate!de!cuivre!(entrée!5)!afin!de!vérifier!si!la!

source! de! cuivre! était! à! l’origine! du! problème,!mais! comme! pour! le! sulfate! de! cuivre!

(entrée! 3),! la! cycloaddition!ne! se! produit! pas.! En! supposant! que! le! cuivre! pourrait! se!

complexer!avec!d’autres!fonctions!présentes!sur!les!nucléosides!(NAH!de!la!base!azotée!

par! exemple),! la! quantité! de! cuivre! a! été! augmentée! (entrée! 6).! Dans! ce! cas! 53%! de!

conversion! en! produit! attendu! est! obtenue.! Une! augmentation! de! la! température! de!

30°C!à!80°C!(entrée!7)!a! finalement!permis!d’obtenir!100%!de!conversion!de! l’alcyne.!

Ces! dernières! conditions! ont! donc! été! retenues! pour! la! réaction! de! CuAAC! entre! les!

azotures!37,!38!et!41!sur!l’alcyne!8a.!

!

Les! réactions! ont! donc! été! réalisées! dans! un! mélange! eau/isopropanol! en! présence!

d’acétate! de! cuivre! et! d’ascorbate! de! sodium! en! chauffant! pendant! une! heure! à! 80°C.!

Dans! ces! conditions! la! cycloaddition! a! permis! d’obtenir! avec! les! trois! azotures! les!

produits!attendus!42,!43&et!44!avec!d’excellents!rendements!quantitatifs!(Schéma!48).!!

!
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!
Schéma&48&:&Obtention&des&produits&de&cycloaddition&42,&43&et&44.&

L’obtention! de! ces! produits! a! été! confirmée! par! spectrométrie! de! masse! et!

spectroscopies! RMN! 1H! et! 13C.! Concernant! le! composé! 44,! malgré! l’utilisation! d’un!

mélange!d’azotures!(41a!et!41b),!nous!observons! la! formation!d’un!seul!régioisomère!

correspondant!au!produit!de!click!avec!l’azoture!majoritaire!41a.!

!

III.2.c)!Synthèse!des!phosphoramidites!triazoles!
&

Les!étapes!de!protection!de! la! fonction!OH!en!position!5’!par!un!groupement!DMTr,! la!

déprotection!du!OH!en!3’!et!la!phosphitylation!en!cette!position!ont!été!effectuées!sur!les!

composés!42,!43!et!44!(Schéma!49).!Les!nucléotides!phosphoramidites!47,!50!et!53!ont!

été!obtenus!avec!un!rendement!global!de!20%,!43%!et!34!%!respectivement!à!partir!de!

l’alcyne!8a.!

!
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!
Schéma&49&:&Synthèses&des&phosphoramidites&triazoles&47,&50&et&53.&

!
Les! produits! formés! ont! été! caractérisés! par! spectrométrie! de! masse! et! par!

spectroscopie!RMN!31P!avec!pour!cette!dernière!deux!signaux!à!150,10!et!148,!32!ppm!

pour!47,!à!149,93!et!148,33!ppm!pour!50!et!à!148,95!et!148,19!ppm!pour!53.!

!

IV)&Conclusion&
&

Nous!avons!en!main!à!ce!jour!neuf!phosphoramidites!modifiés!dont!quatre!convertibles,!

en!considérant! les! formes!diastéréoisomériques,!et!cinq! fonctionnalisés!disponibles!en!

plusieurs!lots!pouvant!être!introduits!au!sein!de!séquences!oligonucléotidiques!(Tableau!

2).!! !
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Tableau&2&:&Phosphoramidites&convertibles&et&fonctionnalisés&disponibles&

Nucléotides&

convertibles&

Nucléotides&fonctionnalisés&

Amides& Triazoles&

!

7!

convertible&ester!

&
32&

fonctionnalisé&amide]Ser&

&
47&

fonctionnalisé&triazole]Ser&

!

10a/10b&

convertibles&alcyne&

&
35&

fonctionnalisé&amide]Asp&

&
50&

fonctionnalisé&triazole]Asp&

!

19&

convertible&linéaire&

bromé&

&

&
53&

fonctionnalisé&triazole]His&

!

Pour! la! synthèse! du! nucléotide! phosphoramidite! fonctionnalisé! manquant! (soit! le!

fonctionnalisé!amideAHis),!une!voie!possible!serait!l’utilisation!de!la!fonction!azoture!en!

tant! que! groupement! protecteur! de! la! fonction! amine! permettant! l’installation! de! la!

protection!sur! l’amine!secondaire!du!cycle! imidazole,! en!utilisant!donc! le! composé!41!

réduit!en!amine!(Schéma!50).!!

!
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!
Schéma& 50&:& Voie& de& synthèse& envisagée& de& l’amine& protégée& sur& le& N]H& de& l’imidazole& pour& l’obtention& du&
nucléoside&fonctionnalisé&amide]His!

!
Avec! cette! boîte! à! outils! de! phosphoramidites! convertibles! et! fonctionnalisés,! il! est!

possible!d’envisager!plusieurs!combinaisons!permettant!une!fonctionnalisation!multiple!

et! orthogonale! des! séquences! oligonucléotidiques.! Le! nucléotide! convertible! ester! 7!

présente!un!double!caractère,!car! il!peut!être!utilisé!en!tant!que!tel!pour!effectuer!une!

conjugaison! des! brins! par! substitution! nucléophile! avec! des! composés! diamines! par!

exemple,!mais!peut!aussi!être!considéré!comme!nucléotide!fonctionnalisé!du!fait!de!sa!

fonction! acide! carboxylique! masquée! sous! forme! d’ester! de! méthyle.! Les! nucléotides!

convertibles! alcyne! 10a! et! 10b! et! le! linéaire! bromé! 19,! conjugables! de! manière!

orthogonale!peuvent!être!utilisés!pour!introduire!deux!modifications!différentes!sur!un!

même! brin.! Les! phosphoramidites! fonctionnalisés! permettent! l’introduction! directe,!

simple!ou!multiple,!des!modifications!souhaitées!au!sein!d’une!séquence.!!

!
! !
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!

Les!nucléotides!synthétisés!présentés!dans!le!chapitre!II!ont!été!utilisés!pour!la!synthèse!

de!séquences!oligonucléotidiques!modifiées.!L’objectif!est!de!réussir!à!obtenir!plusieurs!

structures! secondaires!portant!des!modifications!qui!miment! les! chaines! latérales!des!

acides! aminés! impliqués! dans! le! site! actif! des! protéases! à! serine! et! de! contrôler!

l’orientation!de!ces!dernières,!afin!de!recréer!un!centre!catalytique!capable!d’hydrolyser!

un!lien!peptidique.!La!double!hélice!canonique!a!aussi!été!envisagée!(Figure!52_a),!mais!

du! fait! de! sa! rigidité! nous! envisageons! d’exploiter! dans! un! premier! temps! d’autres!

structures!secondaires.!De!plus,!les!travaux!de!l’équipe!de!Madder,!visant!à!reproduire!là!

même! catalyse! avec! une! structure! en! double! hélice,! n’ont! pas! fourni,! à! ce! jour,! des!

résultats!de!catalyse!positifs1.!Les!trois!autres!structures!secondaires!envisagées!sont!de!

type! épingle! à! cheveux! (Figure! 53_b),! de! type! bulge! (Figure! 53_c)! et! de! type! jonction!

trois!voies!(Figure!53_d).!!

!

!
Figure&53&:&Structures&secondaires&fonctionnalisées&envisagées.&

!

Ces!agencements,!du! fait!de! la!présence!de!bases!non!appariées,! sont! caractérisés!par!

une! flexibilité! plus! importante! par! rapport! à! la! double! hélice! classique.! De! plus! les!

cavités!ainsi!formées,!dans!lesquelles!nous!installons!les!modifications,!et!dont!la!taille!

est!modulable!en!fonction!de!ces!dernières!en!modifiant!la!séquence,!permettraient!de!

recréer!des!poches!induisant!la!catalyse.!

!

Les!séquences!ont!été!définies!de!façon!à!être!les!plus!polyvalentes!possibles,!c’est!à!dire!

de!façon!à!pouvoir!être!utilisées!pour!la!construction!de!plusieurs!structures!quand!cela!

est! possible.! Le! tableau! 3! présente! toutes! les! séquences! envisagées! ainsi! que! les!

structures!dans!lesquelles!ces!dernières!peuvent!être!impliquées.!!

5' 3'

3'

5' 3'

5'5' 3'

3' 5'

3'5'

b) c) d)a)

= His, Asp, Ser
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Tableau&3&:&Séquences&synthétisées&(code&couleur&correspondant&au&code&couleur&des&brins&Figure&52).&

Nom&& Séquence& Structure&

S1& 5’A!GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!A3’! Jonction!trois!voies!

S2& 5’A!CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!A3’! Jonction!trois!voies!

S3& 5’A!GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!A3’! Jonction!trois!voies!

S4& 5’A!GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!A3’! Duplex/bulge!

S5& 5’A!GCG!ACC!TAA!GTG!TGT!GCC!A3’! Duplex!

S6& 5’A!GCG!ACC!TTT!TTT!AGT!GTG!TGC!C!A3’! Bulge!

S7& 5’A!ATC!CTA!TTT!TTT!AGG!AT!A3’! Epingle!à!cheveux!

&

!
Avec! ces! séquences! il! est! possible! d’obtenir! les! structures! duplex! (S4,! S5),! épingle! à!

cheveux!(S7),!bulge!(S4,!S6)!et!jonction!trois!voies!(S1,!S2,!S3).!Comme!nous!disposons!de!

phosphoramidites! modifiés! uniquement! en! base! T,! les! séquences! ont! été! établies! de!

manière!à!avoir!ces!dernières!aux!points!stratégiques!d’intérêt.!

La!position!des!modifications! a! été! choisie! de!manière! à! ce! que! lorsque! les! trois! sont!

combinées,! celles! ci! puissent! s’organiser! dans! l’espace! sans! induire! une! gène!

supplémentaire!à!la!structure!tout!en!pouvant!interagir!entre!elles.!Pour!les!structures!

de!type!jonction!trois!voies,!bulge!et!épingle!à!cheveux,!les!modifications!ont!été!situées!

au!niveau!des!zones!non!appariées!des!séquences.!Dans!le!cas!particulier!du!duplex,! la!

position!des!trois!modifications!sur!les!deux!brins!complémentaire!a!été!choisie!grâce!à!

un! modèle! moléculaire! 3D.! Cela! a! été! nécessaire! afin! de! s’assurer! que! les! trois!

modifications!(deux!sur!le!brin!S5!et!une!sur!le!brin!S4)!soient!positionnées!correctement!

et!puissent!interagir!entre!elles.!

!

D’un! point! de! vue! synthétique,! l’obtention! des! quatre! structures! souhaitées! nécessite!

une! approche! différente.! En! effet,! dans! le! cas! de! la! jonction! trois! voies,! une! seule!

modification!par!brin!est!nécessaire.!Pour! les!structures!duplex!et!bulge,!une!des!deux!

séquences! nécessite! deux! modifications! au! sein! du! même! brin.! Et! enfin! l’épingle! à!

cheveux!comporte!un!seul!brin!portant!les!trois!modifications!nécessaires!à!la!formation!

de!la!triade!catalytique.!De!ce!fait,!pour!la!jonction!trois!voies,!il!est!possible!d’employer!

indistinctement! tous! les! nucléotides! modifiés! présentés,! convertibles! et/ou!

fonctionnalisés! (Schéma! 51_A).! Pour! l’obtention! des! brins! doublement! modifié! du!
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duplex! et! du! bulge,! et! du! brin! portant! trois! modifications! de! l’épingle! à! cheveux,!

plusieurs! approches! sont! envisageables! (Schéma! 51_B! et! C).! Il! est! possible! d’intégrer!

plusieurs!nucléotides! fonctionnalisés!au!sein!de! la!même!séquence,!ainsi!aucune!autre!

étape!de!synthèse!n’est!nécessaire,!ou!alors!il!faut!combiner!les!nucléotides!convertibles!

linéaire! bromé! et! alcyne! qui! sont! orthogonaux! entre! eux! et! les! nucléotides!

fonctionnalisés!de!manière!à!obtenir!une!pluriAfonctionnalisation.!

!

!
Schéma& 51&:& Différentes& approches& envisageables& pour& l’obtention& de& séquence& mono& (A),& bi& (B)& et& tri]
modifiées&(C).&

!

Afin! de! valider! le! concept! général! du! projet! et! afin! de! vérifier! l’incorporation! des!

nucléotides!modifiés!au!sein!des!séquences!lors!de!la!synthèse!automatisée,!nous!avons!

décidé! de! commencer! par! la! construction! de! la! jonction! trois! voies! car! il! s’agit! de! la!

structure!secondaire!la!plus!simple!à!réaliser!puisqu’elle!ne!nécessite!que!la!synthèse!de!

brins!portant!une!seule!modification.!Les!nombreux!travaux!antérieurs!rapportés!dans!

5'

3'

convertible

5'

3'

fonctionnalisé

1) ou 2)

5'

3'

Ser ou His ou Asp

5'

3'

Ser ou His ou Asp
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1)

1) CuAAC
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la! littérature! justifient! de! l’intérêt! pour! ce! type! de! structure.! L’équipe! de! Duprey! a!

développé! une! jonction! trois! voie! portant! un! ligand! bidentate! de! type! bipyridine! sur!

chaque!brin!capable!de!complexer!un!ion!métallique!central!comme!le!nickel!(II),!le!fer!

(II)! ou! le! cobalt! II! par! exemple! permettant! de! stabiliser! ultérieurement! la! structure2.!

L’importance! de! la! jonction! trois! voie! dans! les! processus! de! recombinaison! et!

réplication! biologiques! a! induit! l’équipe! de! Sartor! a! développer! des! systèmes! où! la!

jonction!trois!voie!est!couplée!à!un!complexe!de!ruthénium!polypyridiles!par!stratégie!

sticky!end.!Un!très!bon!contrôle!du!nombre!de!complexes!de!ruthénium!couplés!et!de!la!

distance!entre! le! cœur!de! la! jonction!et! ces!derniers!est!obtenu3.! Cette! structure!nous!

semble!la!plus!prometteuse!car!stable!grâce!à!l’appariement!des!bases,!et!est!reconnue!

pour!sa!flexibilité!notamment!lorsque!des!bases!non!appariées!sont!présentes!au!cœur!

de!la!jonction!permettant!d’accueillir!entre!autre!des!modifications!et!des!substrats4P7.!!

!

I)&Synthèse&et&caractérisation&de&la&jonction&trois&voies&

!

Une! jonction! trois! voies! est! constituée!de! trois!brins! semiAcomplémentaires! entre! eux!

qui! s’associent! en! créant! une! cavité! centrale.! S1,! S2! et! S3! étant! les! trois! séquences! qui!

forment!la!jonction,!nous!avons!choisi!de!laisser!au!sein!de!cette!cavité!un!nucléotide!T!

non!apparié!sur!chaque!brin!qui!porte!la!modification!(Figure!54).!!



! Chapitre!III!:!Synthèse!des!oligonucléotides! !
!

! 135!

!
Figure&54&:&Jonction&trois&voies&construite&avec&les&T&centraux&non&appariés&(à&gauche),&agrandissement&de&la&
cavité& centrale& portant& les& trois& modifications& rappelant& les& chaines& latérales& des& acides& aminés& acide&
aspartique,&serine&et&histidine&(à&droite).&

!
Nous!avons!décidé!de!n’utiliser!dans!un!premier! temps!que! le!nucléotides!convertible!

alcyne!10a!car!il!nous!paraît!plus!prometteur.!En!effet,!d’une!part,!sa!synthèse!chimique!

est!plus!simple!par!rapport!aux!nucléotides!fonctionnalisés!synthétisés,!et,!par!rapport!

aux! nucléotides! convertibles! ester!7! et! linéaire! bromé!19,! le! composé!10a! porte! une!

fonction! alcyne! qui,! différemment! des! deux! autres,! est! orthogonale! à! l’étape! de!

décrochage!du!support,!permettant!de!récupérer!les!séquences!synthétisées!afin!de!les!

caractériser! avant! l’étape! de! conjugaison.! Comme! explicité! dans! le! schéma! 21,!

l’utilisation!des!nucléotides!convertibles!ester!7!et! linéaire!bromé!19!nécessiterait!une!

conjugaison!avant!d’effectuer!le!décrochage!de!la!séquence!du!support.!

!
De!ce!fait!nous!avons!commencé!par!la!synthèse!de!brins!portant!comme!modifications!

le! nucléotide! convertible! alcyne! S!10a! permettant! une! conjugaison! avec! les! azotures!

déjà!à!disposition!37,!38!et!40!car!auparavant!utilisés!pour!la!synthèse!des!nucléotides!

fonctionnalisés! 47,! 50! et! 53! (Schéma! 52).! Pour! les! azotures! 37! et! 38! une! étape!

ultérieure! de! déprotection! de! ces! dernier! est! nécessaire,! respectivement! avec! une!

solution!d’AMA!et!de!LiOH,!afin!d’aboutir!aux!séquences!finales.!!

!
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!
Schéma&52&:&Schéma&général&de&la&synthèse&et&de&la&conjugaison&des&brins&par&CuAAC&pour&la&construction&de&
la&jonction&trois&voies.&

!

I.1)&Synthèse&des&brins&porteurs&de&la&fonction&alcyne&(alcSi)&
!

Les!séquences!S1,!S2!et!S3!obtenues!par!synthèse!automatisée!sur!support!solide!(cycle!

complet! détaillé! dans! le! Chapitre! I_III_2)! ont! été! synthétisées! avec! en! position! non!

apariée!un!T!modifié!ou!non!par!un!alcyne.!Cela!nous!permet!de!construire!la! jonction!

trois! voies! avec! et! sans! modifications! afin! d’évaluer! l’effet! de! ces! dernières! sur! la!

jonction.! Dans! le! tableau! 4! sont! représentées! les! séquences! synthétisés! ainsi! que! les!

analyses!des!temps!de!rétention!(Tr)!obtenus!par!HPLC!analytique!en!phase!inverse!et!

les! masses! obtenues! par! spectroscopie! de! masse! MALDIATOF! après! purification! par!

HPLC!préparative!en!phase!inverse.!Les!séquences!définies!avec!un!exposant!«!wt!»!pour!

«!wildAtype!»! désignent! des! séquences! non! modifiées,! celles! avec! un! exposant! «!alc!»!

désignent! des! séquences! portant! le! nucléotide!10a.! L’indice! identifie! le! numéro! de! la!

séquence.!

! !
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O

O
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Tableau& 4&:& Tableau& récapitulatif& des& séquences& synthétisées.& wtSx&:& séquence& non& modifiée.& alcSx&:& séquence&

incorporant&le&nucléotide&alcyne&10a.&Tr&:&Temps&de&rétention.&[M]H]]:&masse&anionique&calculée&et&trouvée.&

Séquences& Tr&

(min.)&

[M]H]]&&

théorique&

[M]H]]&&

trouvée&
wtS1! 5'AGCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGGA3’! 6,351! 5538,6! 5539,9!

wtS2! 5'ACCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!CA3’! 6,401! 5769,7! 5771,0!

wtS3! 5'AGGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGCA3’! 6,271! 5483,6! 5484,3!

alcS1! 5'AGCG!ACC!TAT&TGC!AAG!TGGA3’! 6,522! 5576,6! 5577,0!

alcS2! 5'ACCA!CTT!GCA!TGT&GTG!TGC!CA3’! 6,572! 5807,8! 5806,7!

alcS3! 5'AGGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGCA3’! 6,492! 5521,6! 5520,8!
1!Analyses!effectuées!sur!un!appareil!Waters!717!plus!combiné!avec!un!détecteur!UV!600,!avec!un!débit!de!1ml/min!
en!utilisant!un!gradient!de!solvants!tampon!aqueux!triéthylammonium!à!pH=7/acétonitrilede!85/15!à!95/5!pendant!
15!minutes.!

2! Analyses! effectuées! sur! une! Alliance!Waters! 2695ASeparation!module,! avec! un! débit! de! 1ml/min! en! utilisant! un!
gradient!de!solvants!tampon!aqueux!triéthylammonium!/!acétonitrile!à!pH=7!de!85/15!à!95/5!pendant!15!minutes.!

!

L’incorporation! du! nucléotide! alcyne! 10a! a! fourni! de! très! bons! rendements!

d’incorporation! (>! 90%)! qui! sont! déterminés! par! le! synthétiseur! grâce! au! dosage! de!

l’ion!DMTr+!libéré!lors!de!l’étape!de!déprotection.!

Les! temps! de! rétention! des! séquences! portant! la! modification! alcyne! présentent! des!

temps!de!rétention!plus!longs!par!rapport!aux!séquences!équivalentes!non!modifiées!du!

fait! de! la! présence! d’un! groupement! propargyle! apolaire! supplémentaire.! Avant! de!

passer! à! l’étape! successive! de! conjugaison,! les! brins! portant! les!modifications! ont! été!

purifiés!par!HPLC!préparative!en!phase!inverse!afin!d’éliminer!toute!trace!d’impuretés!

éventuellement!présentes.!!

!

I.2)&Conjugaison&avec&les&fonctions&mimes&des&chaines&latérales&des&acides&aminés&
histidine,&serine&et&acide&aspartique&(AspS1,&HisS2,&SerS3)&
&

A! partir! des! trois! séquences! portant! le! nucléotide! convertible! 10a! en! main! neuf!

combinaisons! de! conjugaisons! sont! possibles! (les! trois! séquences! conjuguées! avec! les!

trois!azoture).!Avec!l’assemblage!de!ces!dernières!il!est!possible!d’obtenir!six!jonctions!

trois!voies!(Figure!55).!

!
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!
Figure&55&:&Combinaisons&possibles&des&brins&constituants&les&jonctions&trois&voies.&

!

Nous!avons!effectué!les!conjugaisons!par!CuAAC!avec!les!azotures!37,!38,!et!40!sur!les!

trois! brins! S1,! S2! et! S3.! Les! réactions! de! click! ont! été! réalisées! en! suivant! un! même!

protocole! standard! avec! l’utilisation! de! trois! équivalents! d’azoture,! 0,4! équivalents! de!

sulfate! de! cuivre! pentahydraté! et! cinq! équivalents! d’ascorbate! de! sodium! dans! un!

mélange!eau/méthanol!(1/1).!Le!Tableau!5!résume!les!conditions!de!réaction!mises!en!

places!ainsi!que!les!analyses!HPLC!et!MALDIATOF!effectuées!après!purification!par!HPLC!

préparative!en!phase!inverse.!

!

Tableau&5&:&Conjugaisons&des&séquences&alcS1,&alcS2&et&alcS3&avec&les&azotures&37,&38&et&40.&

Séquence& Conditions&de&CuAAC& tr&(min.)1& [M]H]]&

théorique&

[M]H]]&&

trouvée&Azoture& Source&de&Cu& Temps&
SerS1*! 37& CuSO4.5H2O! 30min! 8,96! 5747,8! 5746,8!

HisS1! 40& CuSO4.5H2O! 30min! 5,85! 5713,8! 5712,5!

AspS1*! 38& TBTAACu! 1h! 6,60! 5705,8! 5706,2!

SerS2*! 37& CuSO4.5H2O! 90min.! 8,63! 5979,0! 5979,7!

HisS2! 40& CuSO4.5H2O! 30min! 6,07! 5944,9! 5946,0!

AspS2*! 38& CuSO4.5H2O! 3h! 6,72! 5936,9! 5936,6!

SerS3*! 37& CuSO4.5H2O! 90min! 8,43! 5692,8! 5693,1!

HisS3! 40& CuSO4.5H2O! 30min.! 6,02! 5658,7! 5660,4!

AspS3*! 38& CuSO4.5H2O! 3h! 6,57! 5650,7! 5651,4!

*!Séquences!portant!les!groupements!protecteurs!sur!l’azoture!conjugué.!
1!Analyses!effectuées!sur!une!Alliance!Waters!2695ASeparation!moduler,!avec!un!débit!de!1ml/min!en!utilisant!un!
gradient!de!solvants!tampon!aqueux!triéthylammonium!/!acétonitrileà!pH=7!de!85/15!à!95/5!pendant!15!minutes.!

!
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Les! conjugaisons! avec! les! azotures!37! et!40! ont! fourni! les! séquences! désirées! SerS1*,!
SerS2*,! SerS3*,! HisS1,! HisS2! et! HisS3! avec! des! rendements! quantitatifs.! L’introduction! de!

l’azoture!38! s’est! révélée! plus! difficile,! comme!montré! par! les! temps!de! réaction!plus!

longs! pour! les! séquences! AspS2*! et! AspS3*.! Ces! dernières! ont! été! obtenues! avec! des!

rendements! non! quantitatifs! mais,! comme! illustré! par! les! spectres! MALDIATOF!

enregistrés!(Figure!56),!avec!récupération!des!séquences!alcyne!alcS2!et!alcS3!de!départ.!!

!

!

!

Figure&56&:&Extraits&des&spectres&MALDI]TOF&des&bruts&de&réaction&de&CuAAC&AspS2*&et&AspS3*.&

!

Dans!le!cas!de!la!réaction!de!conjugaison!permettant!d’obtenir!AspS1*,!aucune!conversion!

n’a! été! observée! dans! les! conditions! classiques! et! nous! n’avons! pas! d’explication!

rationnelle! à! donner.! Nous! avons! alors! essayé! d’effectuer! cette! conjugaison! en!

changeant! la! source! de! cuivre! par! du!Tris(benzyltriazolylméthyl)amineAcuivre! (TBTAA

Cu)!(Figure!57).!
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&
Figure&57&:&Tris(benzyltriazolylméthyl)amine]cuivre&II&(TBTA]Cu).&

!

Ce!complexe,!constitué!d’une!amine!tertiaire!substituée!par!trois!cycles!triazoles!aide!à!

la!stabilisation!du!cuivre!dans!son!état!d’oxydation!I.!Dans!ces!conditions!la!conjugaison!

a! donné! des! résultats! positifs! pour! la! réaction! de! CuAAC! avec! l’azoture! 38! sur! la!

séquence! S1! avec! un! rendement! non! quantitatif! mais! permettant! de! récupérer!

majoritairement!le!produit!désiré!AspS1*!(Figure!58).!

!
Figure&58&:&Extrait&du&spectre&Mald]TOF&du&brut&de&réaction&de&CuAAC&sur&alcS1&avec&l’azoture&38&et&le&complexe&
TBTA]Cu.&

Les!temps!de!rétention!des!différentes!séquences!sont!en!accord!avec!les!conjugaisons!

effectuées.!Les!triazoles!formés!par!la!réaction!de!CuAAC!et!les!groupements!protecteurs!

encore! présents! sur! AspSx*! et! SerSx*,! apportent! un! fort! caractère! hydrophobe! aux!
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séquences!qui!se!traduit!par!des!temps!de!rétention!plus! longs!par!rapport!à!ceux!des!

séquences!avant!conjugaison.!Dans!le!cas!de!l’introduction!de!l’azoture!40!sur!les!trois!

séquences!S1,!S2!et!S3,!la!présence!de!l’amine!secondaire!libre!de!l’imidazole!apporte!une!

forte! contribution!hydrophile!qui! induit!des! temps!de! rétentions!plus! courts!que!ceux!

des!séquences!alcynes!avant!conjugaison!(alcS1/HisS1!:!Tr!=!6,52/5,85!min.!;!alcS2/HisS2!:!Tr!=!

6,57/6,07!min.!;!alcS3/HisS3!:!Tr!=!6,49/6,02!min.)!(Figure!59).!!

!
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Analyses!effectuées!sur!une!Alliance!Waters!2695ASeparation!moduler,!avec!un!débit!de!1ml/min!en!utilisant!un!

gradient!de!solvants!tampon!aqueux!triéthylammonium!/!acétonitrileà!pH=7!de!85/15!à!95/5!pendant!15!minutes.!
Figure&59&:&Chromatogrammes&HPLC&analytique&des&séquence&alcS1/HisS1,&alcS2/HisS2&et&alcS3.&
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!

Les!séquences!conjuguées!avec!les!azotures!protégés!37!et!38!ont!ensuite!été!soumises!

à! une! étape!de!déprotection!par! traitement! avec! une! solution! aqueuse!0,5!M!de!AMA!

pour!les!séquences!SerS1,!SerS2!et!SerS3!et!0,5M!de!lithine!pour!les!séquences!AspS1,!AspS2!et!

AspS3!38!(Tableau!6).!!

!

Tableau&6&:&Temps&de&rétention&et&analyses&MALDI]TOF&après&déprotection&des&séquences&conjuguées&avec&les&
azotures&37&et&38.&

Séquence& Conditions&de&

déprotection&

Tr&

(min)1&

ΔTr2& [M]H]]&&

théorique&

[M]H]]&&

trouvée&
SerS1! AMA!0,5!M! 5,37! 3,59! 5663,7! 5662,3!

AspS1! Lithine!0,5!M! 5,04! 1,66! 5691,7! 5692,3!

SerS2! AMA!0,5!M! 5,74! 2,89! 5894,8! 5893,7!

AspS2! Lithine!0,5!M! 5,18! 1,54! 5922,9! 5923,1!

SerS3! AMA!0,5!M! 5,44! 2,99! 5608,7! 5607,5!

AspS3! Lithine!0,5!M! 4,75! 1,82! 5936,7! 5636,8!
1!Analyses!effectuées!sur!une!Alliance!Waters!2695ASeparation!moduler,!avec!un!débit!de!1ml/min!en!utilisant!un!
gradient!de!solvants!tampon!aqueux!triéthylammonium!/!acétonitrileà!pH=7!de!85/15!à!95/5!pendant!15!minutes.!
2.!Par!rapport!au!Tr!avan!déprotection&
&

!
Dans! ce! cas! aussi! les! temps! de! rétention! obtenus! par! les! analyses! HPLC! reflètent! la!

présence!de! fonctions!hautement!polaires! (l’hydroxyle! pour! les! séquences! conjuguées!

avec!37!et!la!fonction!acide!carboxylique!des!séquences!conjuguées!avec!38).!

!

I.3)&Formation&des&jonctions&trois&voies&&
!

Par!la!combinaison!des!séquences!S1,!S2!et!S3,!avec!et!sans!fonctions!supplémentaires,!il!a!

été!possible!d’obtenir!les!jonctions!trois!voies.!!

Nous!avons!choisi!dans!un!premier!temps!de!manière!arbitraire!une!des!combinaisons!

possibles! décrites! Figure! 50! à! savoir,! celle! relative! à! la! jonction! 1! constituée! par! la!

combinaison!de!AspS1,! SerS2!et!HisS3!que!nous!appelerons!Asp,!Ser,!His3WJ.!Parallèlement! les!

jonctions!alcyne!alc3WJ,!constituée!de!alcS1,!alcS2!et!alcS3,!et!la!jonction!non!modifiée!wt3WJ!

constituée!de!wtS1,!wtS2!et!wtS3!ont!aussi!été!préparées!(Schéma!53).!Ceci!a!été!possible!

grâce! à! un! dosage! UV! effectué! au! préalable! sur! chacune! des! solutions! contenants! les!



! Chapitre!III!:!Synthèse!des!oligonucléotides! !
!

! 144!

séquences.!Grace!à!la!loi!de!Beer!Lambert!A&=&ε&x&l&x&C!avec!A!absorbance,!ε&coefficient!

d’extinction!molaire,! l! longueur!du!trajet!optique!et!C!concentration!de! la!solution,! il!a!

été!possible!de!déterminer!les!concentrations!de!chaque!solution.!La!valeur!de!ε!prise!en!

compte!pour!chaque!séquence!est!celle!relative!à!la!séquence!non!modifiée!estimée!sur!

le!site!www.idtdna.com.!!

!

!
Schéma&53&:&Jonctions&trois&voies&préparées.&

!

Les! trois! brins! semi! complémentaires! entre! eux! ont! été! mélangées! en! quantité!

équimolaire! et! solubilisés! dans! un! milieu! tamponné! d’acétate! de! triéthylammonium!

(TEAA)!0.05!M!à!pH!7.!Afin!d’assurer!que!les!brins!s’associent!entre!eux!pour!former!les!

jonctions! trois! voies,! les! solutions! ont! été! soumises! à! une! étape! de! dénaturation!

1 eq 1 eq 1 eq 1 eq 1 eq 1 eq

Tampon 
TEAA

Tampon 
TEAA

Jonction trois voies wt
wt3WJ

Jonction trois voies alcyne
alc3WJ

5' 3'

3'

5' 3'

5'

AspS1

SerS2

HisS3

Jonction trois voies 1 (Asp, Ser, His)
Asp, Ser, His3WJ

1 eq 1 eq 1 eq

Tampon 
TEAA

G
C
G
A
C
C
T
A

5'

S1

T
G
C
A
A
G

T

G
C
G
A
C
C
T
A

5'

T
G
C
A
A
G

T

T T
G
G

G
G3' 3'

alcS1

G
C
G
A
C
C
T
A

5'

T
G
C
A
A
G

T Asp

T
G
G3'

AspS1

C

C
T
T
G
C

5'

S2

T
G
T
G
T
G

A

T
G

3'

C

A

C
C

C

C
T
T
G
C

5'

alcS2

T
G
T
G
T
G

A

T
G

3'

C

A

C
C

C

C
T
T
G
C

SerS2

T
G
T
G
T
G

A

T
G

3'

C

A

C
C

Ser

G

A
C
A
C
A

5'

S3

T

A
G
G

C

C
G

3'

G

C

C

T

T

G

A
C
A
C
A

5'

alcS3

T

A
G
G

C

C
G

3'

G

C

C

T

T

His

G

A
C
A
C
A

5'

HisS3

T

A
G
G

C

C
G

3'

G

C

C

T

T

5'

O

OH N

N
HHO

5' 3'

3'

5' 3'

5'

alcS1

alcS2

alcS3

5' 3'

3'

5' 3'

5'

wtS1

wtS2

wtS3



! Chapitre!III!:!Synthèse!des!oligonucléotides! !
!

! 145!

thermique! en! chauffant! à! 90°C,! puis! laissées! revenir! à! température! ambiante! très!

lentement.!

!

I.4)&Etudes&physicoQchimiques&des&structures&obtenues&
!

Des!études!physicoAchimiques!ont!été!menées!afin!d’évaluer!d’une!part!la!formation!des!

jonctions! trois! voies! et! d’autre! part! les! effets! des!modifications! sur! la! stabilité! de! ces!

dernières.! Pour! cela! nous! avons! dans! un! premier! temps! étudié! les! structures! par!

électrophorèse! sur! gel! de! polyacrilamide! (PAGE),! ensuite! nous! avons! déterminé! les!

températures!de!dénaturation!(Tm)!en!UV!et!enfin!enregistré!les!spectres!de!dichroïsme!

circulaire.!!

!

I.4.a)!Electrophorèse!sur!gel!de!Polyacrylamide!(PAGE)!
!

Par! analyse! par! électrophorèse! PAGE! dans! des! conditions! non! dénaturantes,! il! est!

possible! de! déterminer! si! la! formation! de! structures! secondaires! a! eu! lieu! car! en!

fonction! de! leur! taille! elles!migrent! plus! ou!moins! rapidement! sur! le! gel.! Nous! avons!

pour! cela! fait! migrer! les! jonctions! parallèlement! à! un! duplex,! à! des! semiAjonctions!

(constituées!de!seulement!de!deux!brins! semiAappariés!entre!eux)!et!à!un!simple!brin!

(Figure!60).!

!

!
Figure&60&:&Analyse&PAGE&des&3WJs.& Colonne&1:& xylène& cyanol& (visible&dans& toutes& les& colonnes);& colonne&2:&
wt3WJ&(wtS1&+&wtS2&+&wtS3);&colonne&3:&wtS3&+&wtS1;&colonne&4:&wtS3&+&wtS2;&colonne&5:&wtS1&+&wtS2;&colonne&6:&dwtS1&+&
wtS’1;& colonne& 7:& wtS2;& colonne& 8:& wt3WJ& (wtS1&+& wtS2&+& wtS3);& colonne& 9:& alc3WJ& (alcS1&+& alcS2&+& alcS3);& colonne& 10:&
Asp,Ser,His3WJ&(AspS1&+&SerS2&+&HisS3);&colonne&11:&alcS1&+&alcS2&;&colonne&12:&alcS2&+&alcS’2&;&colonne&13:&alcS1.&

!
Les! trois! jonctions! présentent! la!même!mobilité! (Figure! 59,! colonne! 2,! 8,! 9! et! 10)! et!

comme! attendu! migrent! beaucoup! plus! lentement! que! les! doubles! brins! (Figure! 59,!
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colonne!2!vs!colonne!6,!colonne!8!et!9!vs!colonne!12).!De!plus,!par!comparaison!avec!la!

migration! des! semiAjonctions! (Figure! 59,! colonne! 3,! 4,! 5! et! 11)! et! des! simples! brins!

(Figure! 59,! colonne! 7! et! 13),! il! est! possible! de! conclure! que! lorsque! les! trois! brins!

constituants!les!jonctions!sont!mélangés,!seules!ces!dernières!se!forment.!

!

I.4.b)!Détermination!des!Tm!
!

La!capacité!d’appariement!des!séquences!oligonucléotidiques!est!déterminée!par!l’étude!

de!leur!dénaturation!thermique!par!spectroscopie!UV!en!soumettant!les!solutions!à!des!

variations!de!température.!La!Tm!est! la!température!à! laquelle!50%!de!la!structure!est!

dénaturée.!En!partant!d’une!température!initiale!de!90!°C,!une!descente!en!température!

lente! contrôlée! de! 1°C! par! minute! permet! la! formation! de! la! structure! secondaire.!

Ensuite,!une!montée!en!température!de!0,5!°C!par!minute!permet!de!séparer!à!nouveau!

les!brins!et!de!déterminer!la!Tm.!Enfin,!afin!de!vérifier!que!l’association!est!réversible!et!

que!l’équilibre!est!atteint,!une!nouvelle!descente!en!température!est!enregistrée.!!

Pour!une!vue!d’ensemble!sur!le!comportement!des!brins!synthétisés!nous!avons!dans!un!

premier! temps! déterminé! les! Tm! des! duplex! formés! avec! les! séquences! S1,! S2! et! S3!

modifiées!ou!pas!avec!les!brins!complémentaires!non!modifiés!(séquences!S’x)!(Tableau!

7).! !
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Tableau&7&:&Valeurs&des&Tm&mesurées&pour&les&duplex&préparés.&Les&valeurs&de&Tm&de&duplex&wtS1&(Ref&1),&
duplex&wtS2&(Ref&2)&et&duplex&wtS3&(Ref&3)&servent&de&références&pour&les&calculs&des&ΔTm.&

Entrée& Nom&Duplex& Duplex&–&Séquences& Tm&(ΔTm#°C)&
1! Duplex!wtS1!

!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS’1!3’CGC!TGG!ATA!ACG!TTC!ACC!

66!°C!(ref!1)!

2! Duplex!wtS2!
!

wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS’2!3’GGT!GAA!CGT!ACA!147ACA!CG!G!

69!°C!(ref!2)!

3! Duplex!wtS3!
!

wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!
wtS’3!3’CCG!TGT!GTG!AAT!CCA!GCG!

68!°C!(ref!3)!

4! Duplex!alcS1!
!

alcS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS’1!3’CGC!TGG!ATA!ACG!TTC!ACC!

65!°C!(A1)!

5! Duplex!alcS2!
!

alcS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS’2!3’GGT!GAA!CGT!ACA!CAC!ACG!G!

68!°C!(A1)!

6! Duplex!alcS3!
!

alcS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!
wtS’3!3’CCG!TGT!GTG!AAT!CCA!GCG!

66!°C!(A2)!

7! Duplex!AspS1!
!

AspS1!5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG!
wtS’1!3’CGC!TGG!ATA!ACG!TTC!ACC!

64!°C!(A2)!

8! Duplex!SerS2!
!

SerS2!5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C!
wtS’2!3’GGC!GAA!CGT!ACA!CAC!ACG!G!

68!°C!(A1)!

9! Duplex!HisS3!
!

HisS3!5’GGC!ACA!CAC!THisTA!GGT!CGC!
wtS’3!3’CCG!TGT!GTG!AAT!CCA!GCG!

68!°C!(0)!

!
Au! sein! des! duplexes! analysés,! du! fait! de! la! stéréochimie! S! du! carbone! chiral! 5’! des!

nucléotides! modifiés! utilisés,! les! modifications! sont! dirigées! vers! le! petit! sillon.! Cela!

implique! une! compétition! avec! les! molécules! d’eau! qui! solvatent! la! structure! et,! en!

fonction!de!la!longueur!des!chaines!introduites,!les!modifications!peuvent!dans!certains!

cas! interagir! avec! le! groupement! phosphodiester.! Des! études!menées! auparavant! ont!

démontré! que! l’introduction! de! groupements! alkyle8,! allyle,! hydroxypropyle! ou!

aminométhyle9! au! sein! d’oligonucléotides! induit! une! perte! significative! de! stabilité!

thermique! des! structures.! Dans! le! cas! d’un! substituant! aminopropyleAaminopentényle!

l’effet!stabilisant!a!été!expliqué!par!une!interaction!favorable!entre!l’amine!protonée!et!

le!groupement!phosphodiester10.!Dans!notre!cas,!nous!avons,!dans! le!cas!des!duplexes!

portant!un!alcyne!(Tableau!7,!entrées!4,!5!et!6)!une!déstabilisation!de!A1!°C!pour!alcS1!et!

alcS2!et!de!A2!°C!pour!alcS3.!Dans!le!cas!des!duplex!AspS1!SerS2!et!HisS3!(Tableau!7!entrées!7,!8!

et!9),!malgré!la!présence!du!cycle!triazole!encombrant!induisant!un!important!degré!de!

rigidité,!la!présence!des!fonctions!mimes!des!chaines!latérales!des!acides!aminés,!arrive!

en!partie!à!compenser! l’effet!déstabilisant.!De! fait,! les!duplex! SerS2!et! AspS1!ne!sont!que!

légèrement! déstabilisés! avec! un! ΔTm! de! A1°C! et! A2°C! respectivement! par! rapport! aux!

duplex!constitués!uniquement!de!séquences!non!modifiées,!et!dans!le!cas!du!duplex!HisS3!

un!ΔTm!=!0!a!été!déterminé!par!rapport!à!la!référence!wtS3!(Tableau!7,!entrées!7,!8!et!9).!
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Ensuite,! nous! avons! déterminé! les! Tm! de! la! jonction! non! modifiée! wt3WJ! (Tableau! 8!

entrée! 1)! et! des! jonctions! obtenues! avec! un,! deux! et! trois! brins!modifiés! (Tableau! 8!

entrées!2A15).!!

!

Tableau&8&:&Valeurs&des&Tm&mesurées&pour&les&jonctions&trois&voies&obtenues.&

Entrée& Nom&Jonction& Séquences& Tm&(ΔTm#°C)&
1! Jonction!wt!(wt3WJ)!

!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43°C!(ref4)!

2! Jonction!alcS1,!wtS2,!wtS3!
!

alcS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43°C!(0)!

3! Jonction!wtS1,!alcS2,!wtS3!
!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
alcS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

4! Jonction!wtS1,!wtS2,!alcS3!
!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
alcS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

5! Jonction!wtS1,!alcS2,!alcS3!
!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
alcS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
alcS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

6! Jonction!alcS1,!wtS2,!alcS3!
!

alcS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
alcS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

42!°C!(A1)!

7! Jonction!alcS1,!alcS2,!wtS3!
!

alcS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
alcS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

8! Jonction!alcyne!(alc3WJ)!
!

alcS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
alcS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
alcS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

9! Jonction!AspS1,!wtS2,!wtS3!
!

AspS1!5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

42!°C!(A1)!

10! Jonction!wtS1,!SerS2,!wtS3!
!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
SerS2!5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C!

wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

44!°C!(+1)!

11! Jonction!wtS1,!wtS2,!HisS3!
!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
HisS3!5’GGCACACACTHisTAGGTCGC!

44!°C!(+1)!

12! Jonction!AspS1,!SerS2,!wtS3!
!

AspS1!5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG!
SerS2!5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C!

wtS3!5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

13! Jonction!AspS1,!wtS2,!HisS3!
!

AspS1!5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG!
wtS2!5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!
HisS3!5’GGC!ACA!CAC!THisTA!GGT!CGC!

43!°C!(0)!

14! Jonction!wtS1,!SerS2,!HisS3!
!

wtS1!5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
SerS2!5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C!
HisS3!5’GGC!ACA!CAC!THisTA!GGT!CGC!

44!°C!(+1)!

15! Jonction!!Asp,!Ser,!His!(Asp,!Ser,!
His3WJ)!

!

AspS1!5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG!
SerS2!5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C!
HisS3!5’GGC!ACA!CAC!THisTA!GGT!CGC&

43!°C!(0)!

!

Nous! avons! choisi! de! former! les! jonctions! trois! voies! par! la! combinaison! de! trois!

séquences!dont!deux!sont!constituées!de!18!bases!et!une!de!19!bases.!De!ce! fait!pour!

toutes! les! jonctions! trois! voies! formées,! les! courbes!de!Tm! enregistrées! indiquent! une!



! Chapitre!III!:!Synthèse!des!oligonucléotides! !
!

! 149!

seule! transition! d’état.! Pour! les! trois! jonctions! d’intérêt! wt3WJ,! alc3WJ! et! Asp,!Ser,!His3WJ,!

une!Tm!de!43!°C!a!été!enregistrée!(Figure!61).!

!

!

!

!
Figure&61&:&Courbes&de&Tm&des&trois&jonctions&wt3WJ,&alc3WJ&et&Asp,&Ser,&His3WJ&(à&gauche)&et&les&dérivées&premières&
(à&droite).&
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valeurs!des!Tm!retrouvées!(Tableau!8,!entrées!2A8)!indiquant!un!ΔTm!=!0!par!rapport!à!la!

jonction! totalement! non! modifiée! (Tableau! 8,! entrée! 1)! même! dans! le! cas! de! alc3WJ!

(Tableau! 8,! entrée! 7)! qui! porte! une! fonction! alcyne! sur! chaque! brin.! La! présence! de!

fonctions!mimes! des! chaines! latérales! des! acides! aminés,! n’a,! comme! dans! le! cas! des!

duplex,!qu’une!légère!influence!sur!la!stabilité!thermique!des!jonctions.!La!présence!de!

la! fonction! carboxylate! déstabilise! la! jonction! trois! voies! lorsque! c’est! la! seule!

modification!introduite!induisant!un!ΔTm!=!A1!°C!(Tableau!8,!entrée!9),!alors!que!dans!le!

cas!des! fonctions!hydroxyle!et! imidazole,!nous!retrouvons!une!augmentation!de!Tm!de!

+1!°C!(Tableau!8,!entrées!10!et!11).! Il!est! intéressant!de!noter!que! l’effet!déstabilisant!

induit!par!la!présence!du!carboxylate!est!compensé!par!la!présence!de!l’hydroxyle!et/ou!

de! l’imidazole! lors! de! combinaisons! multiples! de! modifications! au! sein! des! jonctions!

(Tableau! 8,! entrées! 12A15).! Ces! résultats! nous! laissent! supposer! que! le! cœur! de! la!

jonction!est!assez!large!pour!accueillir!les!modifications!choisies!sans!que!ces!dernières!

déstabilisent!la!structure!dans!sa!globalité.!!

!
Enfin,!nous!avons!fait!une!évaluation!des!Tm!de!solutions!contenant!seulement!deux!des!

trois! brins! constituants! les! trois! jonctions! afin! de! vérifier! le! comportement! des!

séquences!lorsqu’elles!ne!sont!que!partiellement!hybridées!(Tableau!9).!

! !
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Tableau&9&:&Valeurs&des&Tm&mesurées&pour&les&semi&jonctions&obtenues.&La&valeurs&de&référence&utilisée&pour&
le&calcul&des&ΔTm&est&celle&de&la&wt3WJ&(ref4)&présentée&dans&le&tableau&8,&entrée&1.&&

Entrée& Nom&semi&jonction& Structure&–&Séquences& Tm&(ΔTm#°C)&
1! Semi!jonction!wt!A!

!

wtS3&5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC&
wtS1&5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG&

34!°C!(A9)!

2! Semi!jonction!wt!B!
!

wtS3&5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC&
wtS2&5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C!

41!°C!(A2)!

3! Semi!jonction!wt!C!
!

wtS1&5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG&
wtS2&5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C&

32!°C!(A11)!

4! Semi!jonction!alcyne!A!
!

alcS1&5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG&
alcS3&5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC&

35!°C!(A8)!

5! Semi!jonction!alcyne!B!
!

alcS1&5’GCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGG!
alcS2&5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C&

35!°C!(A8)!

6! Semi!jonction!alcyne!C!
!

alcS2&5’CCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!C&
alcS3&5’GGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGC&

nd!

7! Semi!jonction!Asp,!Ser,!His!A!
!

AspS1&5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG&
HisS3&5’GGC!ACA!CAC!THisTA!GGT!CGC&

32!°C!(A11)!

8! Semi!jonction!Asp,!Ser,!His!B!
!

AspS1&5’GCG!ACC!TATAsp!TGC!AAG!TGG&
SerS2&5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C&

nd!

9! Semi!jonction!Asp,!Ser,!His!C!
!

SerS2&5’CCG!CTT!GCA!TSerGT!GTG!TGC!C&
HisS3&5’GGC!ACA!CAC!THisTA!GGT!CGC&

41!°C!(A2)!

!

Les! valeurs! des! Tm! déterminées! pour! toutes! les! semiAjonctions! suggèrent! que! ces!

structures!sont! sensiblement!moins!stables!par! rapport!aux! jonctions!complètes,!nous!

indiquant!des!valeurs,!si!déterminables,!beaucoup!plus!basses!par!rapport!aux!valeurs!

déterminées! pour! les! trois! 3WJ! de! 43°C! avec! des! ΔTm! allant! de! A2°C! à! A11°C.! Ceci! se!

traduit! par! une! stabilité!moins! importante! des! semiAjonctions! ! nous!permettant! entre!

autre!de!certifier!la!formation!des!jonctions!trois!voies!étudiées.!!

!

I.4.c)!Dichroïsme!circulaire!(CD)!
!

Les!spectres!dichroïques!des!trois!jonctions!trois!voies!wt3WJ,!alc3WJ!et!Asp,!His,!Ser3WJ!ont!

été!enregistrés!(Figure!62).!Les!courbes!présentent!un!maximum!vers!280!nm,!un!point!

d’inflexion!à!260!nm!et!un!minimum!à!250!nm.!Ces!valeurs!sont! typiques!des!doubles!

hélices! ADN! de! type! B11,+12.! Nous! observons! la!même! tendance! pour! les! trois! courbes!

indiquant! que! en! présence! ou! pas! de! nucléotides! modifiés,! et! quelle! que! soit! la!

modification,! les!brins!se!structurent!entre!eux!de! la!même!manière.!Un! léger!shift!du!

maximum! des! courbes! relatives! aux! CD! des! jonctions! alc3WJ! et! Asp,! Ser,!His3WJ! que! l’on!

retrouve!à!283!nm,!comparées!au!maximum!de!la!jonction!non!modifiée!wt3WJ!à!280!nm!

est!observé.!Cette!valeur,!qui!reflète!la!capacité!de!stacking!entre!les!bases,!montre!qu’en!
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présence! de! groupements! fonctionnels! supplémentaire,! l’équilibre! est! légèrement!

perturbé.!

!

!
Figure&62&:&Superposition&des&spectres&dichroïques&relatifs&aux&trois&jonctions&trois&voies&&wt3WJ,&alc3WJ&et&Asp,&
Ser,&His3WJ.&

!

II)&Conclusion&&

!
Dans! ce! chapitre! nous! avons! démontré! la! capacité! d’introduction! d’un! nucléotide!

convertible! 10a! au! sein! de! séquences! oligonucléotidiques.! De! plus! avec! les! brins!

modifiés! et! conjugués! post! synthèse! automatisée,! il! a! été! possible! de! construire! une!

structure!jonction!trois!voies!portant!au!sein!de!son!cœur!des!groupements!chimiques!

mimes!des!chaines!latérales!des!acides!aminés!impliqués!dans!le!mécanisme!catalytique!

des!protéases!à!serine.!Cette!structure!présente!une!remarquable!stabilité,!comparable!à!

celle!de!la!même!jonction!sans!modifications.!De!ce!fait,!nous!pouvons!conclure!que!les!

fonctions! chimiques! introduites! ont! suffisamment! d’espace! pour! se! positionner! sans!

influencer!l’appariement!des!bases.!!

! !
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!

Au!cours!de!ce!travail!nous!avons!synthétisé!huit!nouveaux!nucléotides!modifiés,!dont!

trois!convertibles!et!cinq!fonctionnalisés!(Tableau!10).!La!synthèse!du!phosphoramidite!

manquant,!le!fonctionnalisé!amideAHis!est!à!reprendre.!

!

Tableau&10&:&Phosphoramidites&convertibles&et&fonctionnalisés&synthétisés.&

Nucléotides&

convertibles&

Nucléotides&fonctionnalisés&

Fonctionnalisés&amides& Fonctionnalisés&triazoles&

!

7&

convertible&ester&

&
32&

fonctionnalisé&amide]Ser&

&
47&

fonctionnalisé&triazole]Ser&

!

10a/10b&

convertibles&alcyne!

&
35&

fonctionnalisé&amide]Asp&

&
50&

fonctionnalisé&triazole]Asp&

!

19&

convertible&linéaire&

bromé!

&

&
53&

fonctionnalisé&triazole]His&

!

Le! convertible! alcyne!10a! a! fait! preuve!d’un! très! bon! taux!d’incorporation! au! sein!de!

séquences!oligonucléotidiques!choisies,!et!a!permis!par!CuAAC!l’obtention!de!séquences!
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portant! les! modifications! rappelant! les! chaines! latérales! des! acides! aminés! par!

conjugaison.! Grâce! à! ces! séquences! il! a! été! possible! d’obtenir! une! des! structures!

secondaires! envisagées,! la! jonction! trois! voies.! La! formation! de! cette! dernière! a! été!

confirmée! par! les! valeurs! de! Tm! enregistrées! et! par! électrophorèse! sur! gel! de!

polyacrylamide.! Cette! structure! montre! une! très! bonne! stabilité! avec! et! sans!

groupements! chimiques! supplémentaires.! Ce! dernier! résultat! nous! paraît! très!

encourageant!car!nous!laisse!supposer!que!les!modifications!ont!suffisamment!de!place!

pour!s’installer!au!sein!de!la!cavité!centrale!de!la!jonction!trois!voies.!!

!

A!la!suite!de!ce!travail,!les!autres!jonctions!trois!voies!qu’il!est!possible!d’obtenir!par!une!

combinaison!différente!des!séquences!utilisées!(Figure!55,!chapitre!III)!sont!à!réaliser.!

De!plus,!en!combinant!les!phosphoramidites!convertibles!et!fonctionnalisés!synthétisés!

(Tableau!10),!il!sera!possible!d’obtenir!des!structures!de!type!duplex,!bulge!ou!épingle!à!

cheveux! dont! les! propriétés! physicoAchimiques! restent! à! évaluer.! Il! sera! alors!

intéressant!d’étudier! l’influence!des! liens! triazole,! amide,!ou!amine!sur! la! stabilité!des!

structures!obtenues!et!sur!leurs!propriétés!catalytiques.!

!

Dans! un! premier! temps,! afin! de! contourner! le! problème! de! reconnaissance! jonctionA

substrat,! il! serait! envisageable! d’obtenir! une! structure! de! type! jonction! quatre! voies!

dans! laquelle! le!quatrième!brin!porterait!un! lien!de! type!amide!au!niveau!de! la! cavité!

(Figure! 63).! Ce! dernier! brin,! mime! de! la! liaison! peptidique! à! couper,! se! retrouverait!

alors!à!proximité!des!trois!fonctions!chimiques!introduites!qui!miment!Asp,!Ser!et!His.!Il!

s’agira!alors!de!vérifier!si!ces!trois!fonctions!coopèrent!et!sont!capables!de!couper!le!lien!

amide.!

!
Figure&63&:& Approche& envisageable& afin&de& tester& la& capacité& de& catalyse&de& la& jonction& trois& voies&modifiée&
synthétisée.&

5' 3'

3'

5' 3'

5'

S1

S2

S3

5'

3'

3'

5' 3'

5'
S1

S2

S3

5'

3'

O

NH



! Conclusion!générale!et!perspectives! !
!

! 158!

!

Enfin,! la! visualisation! de! ces! systèmes! par! modélisation! moléculaire! serait! un! outil!

supplémentaire! précieux! qui! nous! permettrait! de! prévoir! le! positionnement! des!

modifications!au!sein!des!structures!formées.!



!
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Les!solvants!organiques!anhydres!utilisés!tels!que!le!dichlorométhane,!l’acétonitrile!et!le!

DMF!ont!été!séchés!sur!purificateur!de!solvants!MBraunASPS!800.!Les!réactions!ont!été!

réalisées!en!conditions!anhydres!sous!atmosphère!inerte!d’azote!ou!d’argon.!&
!

Les!chromatograhies!sur!couche!mince!ont!été!réalisées!en!utilisant!des!plaques!de!silice!

déposées! sur! aluminium! DCAFertigfolien! Alugram! Xtra! SIL! G/UV254! (0,2! mm)!

MachereyANagel,!observées!sous!lumière!UV,!puis!révélées!par!une!solution!éthanolique!

d’acide!phosphomolybdique!à!5%.!!

!

Les!séparations!par!chromatographie! liquide!à!moyenne!pression!ont!été!réalisées!sur!

un! appareil! Waters! 600! utilisant! un! système! de! compression! axiale! ou! des! colonnes!

«!prépackées!»! avec! de! la! silice! 15A40! μm! Merck.! La! composition! des! éluants! est!

exprimée!en!rapport!v/v.!

!

La!chromatographie! liquide!analytique!à!haute!pression!(HPLC)!en!phase!directe!a!été!

réalisée!en!utilisant!un!appareil!Waters!2695! lié! à!un!détecteur!PDA!996!ou!2996.!La!

colonnes!utilisée!est!une!colonne!de!silice!Sunfire!(L!=!15!cm,!Ø!=!4,6!mm,!7μm).!!

!

Les!spectres!RMN!ont!été!enregistrés!sur!des!appareils!Bruker!Avance!300!et!500!dans!

des!solvants!deutérés!aux!fréquences!300!et!500!MHz!pour!le!noyau!1H,!75!et!125!MHz!

pour!les!noyaux!13C!et!121!et!202!MHz!pour!les!noyaux!31P.!Les!déplacements!chimiques!

sont! exprimés! en! partie! par! million! (ppm)! à! partir! du! signal! de! référence! du!

tétraméthylsilane.!

!

Les! analyses! de! spectrométrie! de! masse! ont! été! réalisées! sur! un! appareil! DSQ! II!

ThermoFisher!pour!la!DCIANH3!basse!résolution!et!sur!un!appareil!GCT!Premier!Waters!

pour! la!DCIACH4!haute!résolution.!Un!appareil!Xevo!G2!QTOF!Waters!a!été!utilisé!pour!

l’ESI! de! haute! résolution.! Un! appareil! MALDIATOF!Waters! Micro! MX! a! été! également!

utilisé!pour!les!analyses!de!masse!(matrice!THAP!ou!HPA).!

!

! !
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I)&Les&nucléotides&convertibles&&
&

1&:&5’]O](tert]butyldiméthylsilyl)]thymidine&&

Escudier!J.AM.!et+al!(1996)!,!Tetrahedron+Lett.!37,!4689A4692.&

!C16H28N2O5Si,!356,49!g.molA1 

 

La! thymidine! commerciale! (42,92! g,! 0,177! mol)! et! le! chlorure! de! tertA

butyldiméthylchlorosilyle!(29,41!g,!0,195!mol)!sont!solubilisés!dans!170!mL!de!pyridine.!

Le!mélange!est!laissé!sous!agitation!pendant!16!heures!à!température!ambiante.!Avant!

hydrolyse!avec!une!solution!saturée!de!NH4Cl!(100!mL),! le!milieu!réactionnel!est!dilué!

avec!500!mL!d’éther!diéthylique.!La!phase!organique!est!lavée!à!l’eau!(2!x)!puis!avec!une!

solution! aqueuse! de! NaCl! saturée! (1! x)! avant! d’être! séchée! sur! MgSO4.! Après!

évaporation,!le!composé!1!est!obtenu!sous!forme!d’une!mousse!blanche!(environ!42!g)!

avec!un!rendement!quantitatif!sans!purification.!

 

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,16!(1H,!s,!NH!base)!;!7,51!(1H,!s,!H6)!;!6,38!(1H,!

dd,! JH1’AH2’a! =! 8,2Hz,! JH1’AH2’b! =! 5,7Hz,!H1’)! ;! 4,46! (1H,! td,! JH3’AH2’a=! 5,7Hz,! JH3’AH2’b! =! 2,4Hz,!

H3’)!;!4,05!(1H,!q,!J!=!2,5Hz,!H4’)!;!3,85!(2H,!m,!H5’)!;!2,23!(2H,!m,!H2’)!;!1,91!(3H,!s,!Me7)!;!

0,91!(9H,!s,!tBuASi)!;!0,10!(6H,!s,!CH3ASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!150,6!;!135,5!;!111,0!;!87,4!;!85,1!;!72,6!;!63,6!;!41,1!;!

25,9!;!18,4!;!12,6!;!A5,4!;!A5,5.!

!

! !
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2&:&3’]O](tert]butyldiphénylsilyl)]5’]O](tert]butyldiméthylsilyl)]thymidine&

Escudier!J.AM.!et+al!(1996)!,!Tetrahedron+Lett.!37,!4689A4692.&

 C32H46N2O5Si2,!594,89!g.molA1 

 

Le! composé! 1! (90! g,! 0,252! mol),! l’imidazole! (85! g,! 1,25! mol)! et! le! chlorure! de! tertA

butyldiphénilsilyle!(60,48!g,!0,220!mol)!sont!solubilisés!dans!350!mL!de!DMF.!Le!milieu!

réactionnel! est! laissé! sous! agitation!magnétique! à! température! ambiante! pendant! 12!

heures!puis!hydrolysé!par!ajout!d’une!solution!aqueuse!saturée!de!NH4Cl!et!enfin!dilué!à!

l’éther!diéthylique.!La!phase!organique!a!été!lavée!avec!de!l’eau!distillée!(3!x),!avec!une!

solution!de!NaCl!saturée!(1!x),!puis!séchée!sur!MgSO4!et!évaporée!à!sec.!125!g!de!produit!

propre!2!sont!obtenus!avec!un!rendement!de!85%!sans!purification!ultérieure.!!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,10!(1H,!s,!NH!base)!;!7,70A7,37!(10H,!m,!Ph)!;!7,69!

(1H,!d,!J+=!1,3!Hz,!H6)!;!6,49!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!9,1!Hz!;!JH1’AH2’b!=!5,4!Hz,!H1’)!;!4,33!(1H,!d,!

JH3’AH4’!=!5,5!Hz,!H3’)!;!3,99!(1H,!d,!JH4’AH3’+=!5,5!Hz,!H4’)!;!3,20!et!3,13!(2H,!partie!AB!d’un!

système!ABX,!J+=!11,4!Hz;!2,2!Hz!;!2,0!Hz!;!H5’)!;!2,30!(1H,!partie!A!d’un!système!ABX(Y),!

JH2’aAH2’b!=!13,0!Hz!;!JH2’AH1’!=!5,1!Hz!;!JH2’AH3’!=!1,2!Hz,!H2’)!;!1,86!(4H,!m,!H2’!et!Me7)!;!1,08!

(9H,!s,!tBuASi)!;!0,78!(9H,!s,!tBuASi)!;!A0,08!et!A0,12!(6H,!2s,!CH3ASi).!

!

!

3&:&3’]O](tert]butyldiphénylsilyl)]thymidine&

Escudier!J.AM.!et+al!(1996)!,!Tetrahedron+Lett.!37,!4689A4692.&

C26H32N2O5Si,!480,63!g.molA1!

!
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Le!composé!2!(125!g,!0,21!mol)!est!solubilisé!dans!du!méthanol!(400!mL)!et!traité!avec!

de! l’acide! paraAtoluènesulfonique! (3,4! g,! 0,02!mol).! Le!mélange! réactionnel! est! laissé!

sous!agitation!magnétique!à!température!ambiante!pendant!2!heures!puis!hydrolysé!par!

ajout! d’une! solution! aqueuse! saturée! de! NaHCO3.! Après! évaporation! du! méthanol!

présent,!le!milieu!est!extrait!à!l’acétate!d’éthyle!(3!x).!Les!phases!organiques!regroupées!

sont! ensuite! lavées! avec! une! solution! aqueuse! de!NaCl! saturée,! séchées! sur!MgSO4! et!

évaporée!à!sec.!Le!produit!3!(98!g)!sous!forme!d’une!mousse!blanche!a!été!obtenu!avec!

un!rendement!de!98%!sans!purification!ultérieure.!!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,06!(1H,!s,!NH!base)!;!7,70A7,39!(10H,!m,!Ph)!;!7,30!

(1H,!d,!JH6AMe7+=!1,2!Hz,!H6)!;!6,24!(1H,!dd,!JH1’AH2’a+=!10,0!Hz!;!JH1’AH2’b+=!!6,3!Hz,!H1’)!;!4,47!

(1H,!ddd,!!JH3’AH2’a+=!3!Hz;!JH3’AH2’b+=!3!Hz;!JH3’AH4’+=!6!Hz!;!H3’)!;!(1H,!ddd,!JH4’AH3’+=!6!Hz;!JH4’A

H5’a+=!5,7!Hz;!JH4’AH5’b+=!!2,7!Hz,!H4’)!;!3,64!et!3,26!(2H,!partie!AB!d’un!système!ABX,!JH5’aAH5’b!

=! 12,0!Hz! ;! JH5’aAH4’! =! 3,0! Hz!;! JH5’bAH4’! =! 2,4! Hz,! H5’)! ;! 2,27! et! 2,16! (2H,! partie! AB! d’un!

système!ABX(Y),!JH2’aAH2’b!=!13,3!Hz!;!JH2’aAH1’!=7,3!Hz!;!JH2’bAH1’!=!6,2!Hz!;!JH2’aAH3’!=!6,1!Hz!et!

JH2’bAH3’!3,1!Hz,!H2’)!;!1,83!(3H,!d,!JMe7AH6!=!1,2!Hz,!Me7)!;!1,09!(9H,!s,!tBuASi).!!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 63!MHz),! δ! (ppm)! :! 163,7!;! 150,3!;! 136,8!;! 135,8A127,9!;! 110,9!;! 87,7!;!

86,7!;!73,0!;!62,0!;!40,3!;!26,9!;!19,0!;!12,4.!

!

!

4&:&3’]O](tert]butyldiméthylsilyl)]5’]oxo]thymidine&

C26H30N2O5Si,!478,61!g.molA1 

 

Préparation+de+l’IBX+(1PhydroxyP1,2PbenziodoxolP3(1H)Pone)+

Précautions!à!prendre!:!L’IBX!est!un!produit!explosif,!sa!synthèse!doit!être!effectuée!en!

faisant!très!attention!aux!montées!de!températures!et!en!évitant!tout!choc.!Il!est!utile!de!

surestimer!les!contenants!nécessaires.!
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Dans! un! ballon! équipé! d’un! agitateur! mécanique,! l’oxone! (peroxymonosulfate! de!

potassium)! (181! g,! 1,19! mol)! est! solubilisé! dans! 600! mL! d’eau! distillée.! L’acide! 2A

iodobenzoique!(50!g,!0,201!mol)!est!ensuite!ajouté!et!la!suspension!est!chauffée!à!70!°C!

(sans!dépasser!75! °C).!Après! trois!heures,! le!mélange!devient!homogène!et!mousseux.!

Des!que! le!mélange!est! revenu!à! température! ambiante,! il! est! ensuite! refroidi! à!0°C! à!

l’aide!d’un!bain!de!glace.!La!solution!incolore!avec!un!précipité!blanc!est!ensuite!filtrée!

sur!verre!fritté.!Après!lavage!du!résidu!avec!600!mL!d’eau!et!200!mL!d’acétone!froide,!33!

g!de!poudre!blanche!cristalline!sont!obtenus!avec!un!rendement!de!59%.!!

!

L’IBX!(17,5!g,!0,06!mol)!synthétisé!est!ajouté!au!composé!3! (10!g,!0,02!mol)!solubilisé!

dans!200!mL!d’acétonitrile.!Après!agitation!et!chauffage!à!80!°C!pendant!45!minutes,!une!

solution! blanche! laiteuse! est! obtenue.! Le! mélange! est! laissé! revenir! à! température!

ambiante!puis!refroidit!à!0!°C!afin!de!faire!précipiter!l’IBX.!Ce!dernier!est!ensuite!filtré!et!

rinçé!avec!de! l’acétate!d’éthyle,!et! le! filtrat!est!évaporé!à!sec.!10,45!g!de!4! sous! forme!

d’un! solide! blanc! mousseux! sont! obtenus! avec! un! rendement! quantitatif! sans! autre!

purification.!!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,10!(1H,!s,!CHO)!;!8,72!(1H,!s,!NH!base)!;!7,68A7,37!

(11H,!m,!Ph!et!H6)!;!6,52!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!9,0!Hz!;+JH1’AH2’b!=!5,3!Hz,!H1’)!;!4,59!(1H,!m,!H3’)!

;!4,48!(1H,!m,!H4’)!;!2,38!(1H,!partie!A!d’un!système!ABX(Y),!JH2’aAH2’b!=!13,8!Hz!;!JH2’AH1’!=!

4,8!Hz!;+JH2’AH3’!=!1,2!Hz,!H2’)!;!1,91!(3H,!s,!Me7)!;!1,71!(1H,!m,!H2’)!;!1,10!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!197,6!;!163,7!;!150,3!;!135,9!;!135,7A127,9!;!111,4!;!

91,1!;!87,2!;!72,6!;!39,1!;!26,8!;!19,0!;!12,7.!

!

!

5&:&3’]O](tert]butyldiphénylsilyl)](5’S)]C](éthanoate&de&méthyl)]thymidine&

!C29H36N2O7Si,!552,69!g.molA1!

&
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Synthèse+ de+ l’énolate+ silylé+ (le! diméthylPtPbutylsiloxyP1PméthoxyPéthène)!:! sous!

atmosphère! inerte! d’argon,! la! diisopropylamine! (16,17! g,! 160!mmol)! et! le!nBuLi! (100!

mL,!160!mmol)!sont!solubilisés!dans!160!mL!de!THF!anhydre!à!A78°C,!puis!l’acétate!de!

méthyle!(10,72!g,!145!mmol)!est!ajouté!goutte!à!goutte.!Le!mélange!est!maintenu!sous!

agitation!magnétique!à!A78°C!pendant!1!heure,!puis!16!mL!de!HMPA!sont!rajoutés.!Après!

5! minutes! d’agitation,! le! chlorure! de! tertAbutyldiméthylsilyle! (24,1! g,! 160! mmol)! en!

solution! dans! 20! mL! d’éther! de! pétrole! est! ajouté! goutte! à! goutte.! Le! mélange!

réactionnel!est!laissé!sous!agitation!à!A78°C!et!sous!atmosphère!inerte!pendant!1!heure!

puis! est! ramené! à! température! ambiante! avant! d’ajouter! de! l’eau! froide! et! d’effectuer!

une!extraction!avec!de!l’éther!de!pétrole.!La!phase!organique!est!lavée!avec!une!solution!

aqueuse!saturée!en!NaCl,!séchée!sur!MgSO4!et!évaporée!à!sec.!27,23!g!de!l!‘énolate!silylé!

ont!été!récupérés!avec!un!rendement!quantitatif!sans!purification!ultérieure.!

!

A!une!solution!de!4!(1,8!g,!3,75!mmol)!dans!du!dichlorométhane!anhydre!(10!mL)!sous!

azote,! est! ajouté! à! température! ambiante! le! BiCl3! (54! mg,! catalytique).! Après! deux!

minutes!d’agitation,! le!ZnI2!(82!mg,!catalytique)!est!additionné.!Le!mélange!de!couleur!

noir!intense!est!laissé!sous!agitation!durant!30!minutes,!puis!l’énolate!silylé!(1,41!g,!7,5!

mmol)!en!solution!dans!du!dichlorométhane!(2!mL)!est! transféré!avant!de!poursuivre!

l’agitation! pendant! 2! heures! (la! couleur! de! la! solution! étant! devenue! orange).! Après!

hydrolyse! par! une! solution! aqueuse! saturée! de! NH4Cl! et! dilution! avec! de! l’acétate!

d’éthyle,! la! phase! organique! est! lavée! avec! de! l’eau! distillée! puis! avec! une! solution!

aqueuse! saturée! de! NaCl!avant! d’être! séchée! sur! MgSO4! et! évaporée.! Le! produit! est!

repris!dans!un!minimum!d’éther!diéthylique!et!précipité!dans!de!l’éther!de!pétrole!à!0!

°C.! Le! composé! 5! est! obtenu! sous! forme! d’une! poudre! blanche! (1,85! g)! avec! un!

rendement!de!90%.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,19!(1H,!s,!NH)!;!7,63A7,59!(4H,!m,!Ph)!;!7,56!(1H,!

d,!JH6AMe7!=!1,2!Hz,!H6)!;!7,42A7,34!(6H,!m,!Ph)!;!6,38!(1H,!dd,!JH1’AH2’a+=!8,2!Hz!et!JH1’AH2’b+=!

5,8!Hz,!H1’)!;!4,47!(1H,!m,!H3’)!;!3,77!(1H,!m,!H4’)!;!3,66!(3H,!s,!OMe)!;!3,55!(1H,!m,!H5’)!;!

2,55!et!2,27! (2H,!partie!AB!d’un!système!ABX(Y),! JH6’aAH6’b!=!16,8!Hz!;! JH6’aAH5’!=!9,6!Hz!;!

JH6’bAH5’!=!3,0!Hz,!H6’)!;!2,24!et!2,10!(2H,!partie!AB!d’un!système!ABX(Y),! JH2’aAH2’b!=!13,3!

Hz!;!JH2’aAH1’!=!8,4!Hz!;!JH2’bAH1’!=!5,9,!H2’)!;!2,00!(3H,!s,!Me7)!;!1,81!(9H,!s,!tBuASi).!

!



! Chapitre!IV!:!Partie!expérimentale! !
!

! 166!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!163,9!;!150,4!;!144,9!;!137,6!;!135,7!;!133,1!;!132,9!;!

130,4!;!130,2!;!129,9!;!128,1!;!127,8!;!111,0!;!89,8!;!87,7!;!74,3!;!67,4!;!66,8!;!39,6!;!33,4!;!

26,9!;!21,7!;!19,0!;!12,4.!

!

6!décrit!p.!176A177.!

7!décrit!p.!181.!

!

8a&et&8b&:&1-((2R,4S,5R)-4-((tert-butyldiphénylsilyl)oxy)-5-((S)-1-hydroxybut-3-yn-1-

yl)tétrahydrofuran-2-yl)-5-méthylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione et 1-((2R,4S,5R)-4-((tert-

butyldiphénylsilyl)oxy)-5-((R)-1-hydroxybut-3-yn-1-yl)tétrahydrofuran-2-yl)-5-

méthylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione 

James,!D.!et!al,!(2010)!Tetrahedron+Lett.!51,!1230A1232.&

&&

!et !C29H34N2O5Si,!518,68!g.molA1!

!

L’aldéhyde!4!(10!g,!2,1!10A2!mol)!est!solubilisé!sous!atmosphère!inerte!d’azote!dans!30!

mL!de!THF!avec!le!zinc!en!poudre!(5!g)!préalablement!activé.!A!cette!solution,!est!ajouté!

goutte!à!goutte!du!bromure!de!propargyle!à!80%!en!masse!dans!le!toluène!(7,2!mL,!0,8!

mmol).!L’addition!doit!être!très!lente!en!raison!d’un!dégagement!gazeux!qui!se!produit.!

Après! la! fin! de! l’addition! la! réaction! est! laissée! pendant! 5!minutes,! puis! le!milieu! est!

filtré! afin!d’éliminer! les! sels! de! zinc.! Le! filtrat! est! dilué! avec!de! l’acétate!d’éthyle!puis!

hydrolysé! avec! une! solution! aqueuse! saturée! de! NaHCO3.! Le! mélange! est! extrait! à!

l’acétate!d’éthyle,!lavé!avec!une!solution!de!NaCl!saturée,!séché!sur!MgSO4!et!évaporé!à!

sec.!Le!brut!récupéré!est!purifié!sur!colonne!de!silice! flash!en!éluant!avec!un!mélange!

éther! diéthylique/éther! de! pétrole! (90/10).! Environ! 5! g! d’un! mélange! de! deux!

diastéréoisomères!en!proportion!S/R! 70/30!est! récupéré.!Leur! séparation!est! réalisée!

sur! colonne! HPLC! préparative! Sunfire! 5 μm! par! multiAinjections! en! éluant! avec! un!
mélange!acétate!d’éthyle/dichlorométhane!(5/95)!(injections!:!2!ml!à!200!mg/ml).!2,94!
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g!d’alcyne!S!(8a)!et!1,95!g!d’alcyne!R!(8b)!ont!été!récupérés!avec!un!rendement!total!de!

45%.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!(S!8a)!:!8,06!(1H,!s,!NH!base)!;!7,67A7,63!(4H,!m,!Ph)!;!

7,47A7,36!(7H,!m,!Ph)!;!7,29!(1H,!d,! JH6AMe7!=!1,1!Hz,!H6)!;!6,24!(1H,!dd,! JH1’–H2’a!=!8,3!Hz!;!

JH1’–H2’b!=!6,5!Hz,!H1’)!;!4,50!(1H,!m,!H3’)!;!4,01!(1H,!dd,!JH4AH5’!=3,5!Hz!;!JH4AH3’!=1,2!Hz,!H4’)!;!

3,77!(1H,!ddd,!JH5’AH4’!=!7,7!Hz!;+JH5’AH6’a!=5,4!Hz!;+JH5’AH6’b!=3,5!Hz,!H5’)!;!2,16A1,93!(4H,!m,!H2’!

et!H6’)!;!2,03!(1H,!t,!JH8’AH6’+=!2,6!Hz,!H8’)!;!1,84!(3H,!s,!Me7)!;!1,09!(9H,!s,!tBuASi).!!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!(S!8a)!:!163,8!;!150,5!;!137,7!;!135,85!;!135,78;!133,3!;!

133,1!;! 130,2!;! 128,0!;! 111,1!;! 88,2!;! 88,0!;! 80,5!;! 74,7!;! 70,8!;! 69,7!;! 39,7!;! 27,0!;! 24,4!;!

19,1!;!12,6.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!(R!8b)!:!8,07!(1H,!s,!NH!base)!;!7,35A7,66!(11H,!m,!Ph!

et!H6)!;!6,19!(1H,!dd,!JH1’–H2’a!=!6,3!Hz!;!JH1’–H2’b!=!8,3!Hz,!H1’)!;!4,50!(1H,!m,!H3’)!;!3,85!(1H,!

dd,!JH4’AH5’+=!3,5!!Hz!;!JH4’AH3’+=!1,2!Hz,!H4’)!;!3,77!(1H,!m,!H5’)!;!1,99A2,24!(4H,!m,!H2’!et!H6’)!;!

2,03!(1H,!m,!H8’)!;!1,84!(3H,!s,!Me7)!;!1,09!(9H,!s,!tBuASi).!!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!(R!8b)!:!163,9!;!150,6!;!137,3!;!136,1!;!136,0!;!133,3!;!

133,2!;!130,3!;!128,12!;!120,08!;!111,3!;!89,5!;!87,3!;!80,8!;!72,9!;!71,6!;!70,4!;!40,1!;!27,1!;!

23,5!;!19,3!;!12,7.!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!519,1![M+H+].!

!

9!décrit!p.!177.!

10!décrit!p.!181A182.!

! !
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11c&:!ω]bromo]allyltriméthylsilane&

C8H17BrSi,!221,21!g.molA1!

!

!

A!Synthèse!de!ωAhydroxyAallyltriméthylsilane&(11a)&

C8H18OSi,!158,31!g.molA1!

!

100!mL!de!secABuLi!(0,13!mol)!sont!ajoutés!à!une!solution!de!TMEDA!distillée!(19,5!mL,!

0,13!mol)!dans!du!THF!anhydre!à! A78°C!placée!sous!atmosphère! inerte!d’argon.!Après!

15!minutes!d’agitation,!au!mélange!dont!la!couleur!est!devenue!jaune,!est!additionné!à!A

78! °C! goutte! à! goutte! l’allytriméthylsilyle! (20,6!mL,! 0,13!mol).! La! réaction! est! laissée!

sous! agitation! à! A30! °C! pendant! 30! minutes,! puis! refroidie! à! nouveau! à! A78! °C! afin!

d’ajouter! l’oxyde!d’éthylène! (11,44!g,!0,26!mol)!dilué!dans!26!mL!de!THF!anhydre.!La!

température!du!milieu!réactionnel!est!laissée!remonter!à!0!°C!pendant!une!heure,!et!est!

ensuite!maintenue! constante! pendant! encore! une! heure.! La! solution! devenue! blanche!

est! alors! hydrolysée! par! ajout! d’une! solution! aqueuse! saturée! de!NH4Cl! puis! diluée! à!

l’éther! diéthylique.! La! phase! organique! a! été! lavée! à! l’eau! distillée,! puis! avec! une!

solution!aqueuse!saturée!en!NaCl,!séchée!sur!MgSO4!et!évaporée!à!sec.!25!g!de!produit!

sont! obtenus! sous! forme! d’une! huile! incolore! avec! un! rendement! quantitatif! sans!

purification!ultérieure.!!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!5,54!(1H,!m,!CH=)!;!4,82!(2H,!m,!CH2=)!;!3,52!(2H,!m,!

CH2O)!;!2,90!(1H,!s!large,!OH)!;!1,55!(3H,!m,!CH2!et!CHASiMe3)!;!A0,07!(9H,!s,!SiMe3).!

!

!

A!Synthèse!de!ωAtosyloxyAallyltriméthylsilane!(11b)!

C15H24O3SSi,!312,50!g.molA1!

!
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Le!composé!11a&(20!g,!1,26!10A1!mol)!est!solubilisé!dans!160!mL!d’éther!diéthylique!et!la!

solution! est! refroidie! à! 0°C! à! l’aide! d’un! bain! de! glace.! A! ce! mélange! sont! ajoutés! le!

chlorure!de! tosyle! (47,6!g,! 2,5!10A1!mol)! et! la!potasse!pilée! (35,1!g,! 6,25!10A1!mol).! La!

réaction! est! laissée! sous! agitation! magnétique! à! 0°C! pendant! six! heures.! Le! milieu!

réactionnel!est!dilué!avec!160!mL!d’éther!diéthylique,!et!la!phase!organique!est!ensuite!

lavée!trois!fois!avec!de!l’eau!distillée!glacée,!puis!avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!

NaCl!et!enfin!séchée!sur!MgSO4!et!évaporée!à!sec.!L’huile!de!couleur!orange!obtenue!est!

purifiée!sur!silice!avec!une!colonne!Prochrom!en!éluant!avec!un!solvant!binaire!éther!de!

pétrole/éther!diéthylique!7/3.!31!g!de!produit!pur!sont!obtenus!sous!forme!d’une!huile!

incolore!avec!un!rendement!de!79%.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,76!et!7,33!(4H,!2m,!tosyle)!;!5,43!(1H,!m,!CH=)!;!

4,78!(2H,!m,!CH2=)!;!4,01!(2H,!m,!CH2O)!;!2,44!(3H,!s,!CH3!tosyle)!;!1,67!(3H,!m,!CH2!et!CHA

SiMe3)!;!A0,05!(9H,!s,!SiMe3).!

!

!

Le!bromure!de!lithium!(5,83!g,!68!mmol),!préalablement!séché!à!la!rampe!à!50!°C!sous!

0,01!mm!de!mercure,! est! solubilisé!dans!450!mL!d’un!mélange!anhydre!DMF/acétone!

4/1.!A!cette!solution!est!!ajouté!sous!argon!11b!(13,9!g,!44!mmol)!solubilisé!dans!50!mL!

du! même! mélange! de! solvants.! La! réaction! est! laissée! sous! agitation! magnétique!

pendant! 16! heures.! Après! évaporation!de! l’acétone,! le!milieu! est! dilué! avec! de! l’éther!

diéthylique,! lavé! trois! fois! à! l’eau! distillée! puis! avec! une! solution! aqueuse! saturée! de!

NaCl,! et! enfin! séché! sur! MgSO4! et! évaporé! à! sec.! 9! g! de! produit! attendu! 11c! sont!

récupérés!avec!un!rendement!de!92%!sans!purification!ultérieure.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!5,52!(1H,!m,!CH=)!;!4,95!(2H,!m,!CH2=)!;!3,38!(2H,!m,!

CH2Br)!;!1,93!et!1,64!(3H,!2m,!CH2!et!CHASiMe3)!;!A0,01!(9H,!s,!SiMe3).!

!

!

!

& &
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12!et!13!!

A!une!solution!de!4!(4,78!g,!0,01!mol)!dans!du!dichlorométhane!anhydre!(120!mL)!à!0°C,!

sont! ajoutés! l’éthérate! de! trifluorure! de! bore! (6,8! mL,! 0,05! mol)! et! l’� AbromoA

allyltrimethylsilane! 11c! (11! g,! 0,05! mol).! Le! mélange! réactionnel! est! laissé! sous!

agitation! à! 0°C! pendant! 3! heures.! Le! milieu! est! hydrolysé! par! ajout! d’une! solution!

aqueuse!saturée!en!NaHCO3!et!extraite!par!de!l’acétate!d’éthyle.!La!phase!organique!est!

séchée! sur! MgSO4! et! les! solvants! sont! évaporés.! Après! purification! du! produit! par!

chromatographie! flash! sur! silice! (éluant! éther! de! pétrole/dichlorométhane/acétate!

d’éthyle!:!2/6,4/1,6!puis!dichlorométhane/acétate!d’éthyle!:!8/2)!1,15!g!de!12!(18%)!et!

3,22!g!de!13!(82%)!sont!obtenus!avec!un!rendement!de!65%.!

!

12&:!3’]O]tert]butyldiphénylsilyl](5S)’]C](bromo]1]pent]3]ène)]thymidine&

!

C31H39BrN2O5Si,!627,65!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,15!(1H,!s,!NH)!;!7,66A7,35!(11H,!m,!Ph!et!H6)!;!6,33!

(1h,!dd,!JH1’AH2’a!=!6,1!Hz!;!JH1’AH2’b!=!8,1!Hz,!H1’)!;!5,41A5,33!(2H,!m,!H7’!et!H8’)!;!4,6!(1H,!m,!

H3’)!;!3,82!(1H,!s,!H4’)!;!3,37!(2H,!m,!H10’)!;!3,10!(1H,!m,!H5’)!;!2,54!(2H,!m,!H2’)!;!2,24A2,08!

(4H,!m,!H6’!et!H9’)!;!1,85!(3H,!s,!Me7)!;!1,08!(9H,!s,!tBu).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,!75!MHz),! δ! (ppm)! :!164,0!et!150,5! (C2,!C4)!;! 137,2! (C6)!;! 135,8! (ACH=,!

Ph)!;!133,4!et!33,1!(Cq,!Ph)!;!130,1!et!127,9!(ACH=,!Ph)!;!130,9!et!129,1!(C7’!et!C8’)!;!110,8!

(C5)!;! 88,9!(C1’)! ;! 86,7!(C3’);! 74,8!(C4’)!;! 70,1! (C5’)!;! 40,0!(C2’)! ;! 37,5!(C6’)! ;! 35,6(C9’)!;! 33,0!

(C10’)!;!26,9!(CH3!tBuASi)!;!19,0!(Cq,!tBu)!;!12,5!(C7).!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!646![MNH4+]!;!629,0![M+H+].!

!

!
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13&:!5](3’](2’’]bromo&éthyl)]4’4triméthylsilyl]2’]oxacyclopentyl)]4]tert]

butyldiphénylsiloxy]2]thyminyl]1]oxacyclopentane&

&

C34H47BrN2O5Si2,!699,83!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,92!(1H,!s,!NH)!;!7,68A7,62!(4H,!m,!Ph)!;!7,46A7,35!

(5H,!m,!phényle!et!H6)!;!6,39!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!!=!7,4!Hz!;!JH1’AH2’b!=!6,0!Hz,!H1’)!;!4,37!(1H,!m,!

H3’)!;!3,82!(1H,!t,!J!=!3,2!Hz,!H4’)!;!3,64!(1H,!td,!JH8’AH9’!=!9,5!Hz!;!JH8’AH7’!=!2,5!Hz,!H8’)!;!3,43A

3,31!(3H,!m,!H10’!et!H5’)!;!2,35!(1H,!partie!AB!d’u!système!ABX(Y),!JH2’aAH2’b!=!13,5!Hz!;!JH2’aA

H1’=!6,0!Hz! ;! JH2’aAH3’!=!3,5!Hz,!H2’a)!;!2,04!(1H,!m,!H2’b)!;!1,94A1,76!(8H,!m,!Me7,!H6’,!H7’!et!

H9’)!;!1,08!(9H,!s,!tBuASi)!;!A0,01!(9H,!s,!Me3ASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!163,8!;!150,3!;!135,8!;!135,5!;!133,2!;!133,1!;!130,1!;!

127,9!;!110,7!;!87,5!;!84,7!;!80,2!;!7,3!;!73,9!;!40,5!;!39,5!;!31,6!;!30,6!;!30,5!;!26,9!;!19,1!;!

12,6!;!A2,6.!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!701,0![M+H+],!718,0![M+NH4+].!

!

!

14&:&3’](2’’]bromoéthyl)]4’]triméthylsilyl](2’]oxacyclopentyl)]4]hydroxy]2]

thyminyl]1]oxacyclopentane&

&

 C18H29BrN2O5Si,!461,42!g.molA1!

&

O

OTBDPS

N
O

NH

O

OMe3Si

Br

5’ 
6’ 

7’ 

8’ 
9’ 

10’ 

5’ 
6’ 

7’ 

8’ 
9’ 

10’ 

O

OH

N
O

NH

O

OMe3Si

Br



! Chapitre!IV!:!Partie!expérimentale! !
!

! 172!

A!une! solution!de!13! (1,88!g,! 2,7!mmol)!dans! le!méthanol! (50!mL)!dans!un! flacon!en!

teflon!sous!argon!est!ajouté!le!NH4F.HF!(1,7!mL,!19!mmol).!La!réaction!est!laissée!sous!

agitation!à!température!ambiante!pendant!12!heures!puis!est!arrêtée!par!ajout!de!5!g!de!

silice! et! laissée! sous! agitation! magnétique! pendant! environ! 30! minutes.! Le! milieu!

réactionnel!est!dilué!avec!avec!300!mL!de!dichlorométhane,!filtré!sur!célite!et!rincé!avec!

100! mL! d’un! mélange! dichlorométhane/méthanol! à! 10%! de! méthanol.! Après!

évaporation!à!sec,!le!produit!brut!est!purifié!sur!colonne!Prochrom!(150!g!de!silice)!en!

éluant!avec!un!mélange!de!solvants!(dichlorométhane/acétate!d’éthyle!80/20).!1,01!g!de!

produit!14!sont!récupérés!avec!un!rendement!de!81%.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,46!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,0!Hz,!H6)!;!6,32!(1H,!t,!JH1’AH2’!=!

6,7!Hz,!H1’)!;!4,43!(1H,!m,!H3’)!;!3,88!(3H,!m,!H4’,!H5’!et!H8’)!;!3,51!(2H,!t,!JH10’AH9’!=!6,7!Hz,!

H10’)!;!2,36! (1H,!m,!H2’a)!;!2,24A1,72! (8H,!m,!Me7,!H2’b,!H9’! et!H6’)!;!1,05! (1H,! td,! JH7’AH6’!=!

3,7!Hz!;!JH7’AH8’!=!!3,1!Hz,!H7’)!;!0,05!(9H,!m,!Me3ASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!164,9!(C2)!;!151,1!(C4)!;!136,3!(C6)!;!110,9!(C5)!;!88,1!

(C4’)!;!85,7!(C1’)!;!80,5!(C5’)!;!78,5!(C8’)!;!73,0!(C3’)!;!40,9!(C2’)!;!40,0!(C9’)!;!31,9!(C7’)!;!31,40!

(C6’)!;!31,41!(C10’)!;!13,0!(C7)!;!A2,5!(Me3ASi).!

!

!

15&:&(2R,2'S,3S,5R)]5'](2]bromoéthyl)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]

dihydropyrimidin]1(2H)]yl)]4'](trimethylsilyl)octahydro][2,2']bifuran]]3]yl&

acetate!

! !C20H31BrN2O6Si,!503,46!g.molA1!

!

A! 14! (1,03! g,! 2,24! mmol)! en! solution! dans! le! dichlorométhane! anhydre! (30! mL)! est!

ajouté!la!pyridine!anhydre!(3,3!mL)!puis!l’anhydride!acétique!distillé!(2,5!mL).!Le!milieu!

O
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est!laissé!sous!agitation!magnétique!à!température!ambiante!pendant!20!heures.!Après!

évaporation! des! solvants,! 1,17! g! de! mousse! jaune! sont! obtenus! avec! un! rendement!

quantitatif!sans!purification!ultérieure.!!

!

RMN!1H!(CDCl3,!250!MHz),!δ!(ppm)!:!8,92!(1H,!s,!NH!base)!;!7,46!(1H,!s,!H6)!;!6,31!(1H,!

dd,!JH1’AH2’a!=!9,0!Hz!;!JH1’AH2’b!=!8,9!Hz,!H1’)!;!5,23!(1H,!m,!H3’)!;!4,0A3,72!(3H,!m,!H4’,!H5’!et!

H8’)!;!3,47!(2H,!m,!H10’)!;!2,34!(1H,!m,!H2’a)!;!2,20A1,68!(5H,!m,!H2’b,!H6’,!H9’)!;!2,07!(3H,!s,!

MeCOO)!;!1,90!(3H,!s,!Me7)!;!0,01!(9H,!s,!Me3ASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!170,6!(C=0!Ac)!;!164,3!(C2)!;!150,8!(C4)!;!135,1!(C6)!;!

111,2!(C5)!;!84,9!(C1’)!;!84,5!(C5’)!;!80,5!(C8’)!;!77,7!(C3’)!;!42,2!(C2’)!;!39,4!(C9’)!;!37,1!(C7’)!;!

31,9!(C6’)!;!30,4!(C10’)!;!21,0!(Me!Ac)!;!12,6!(C7)!;!A2,6!(Me3ASi).!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!503![MAH+]!;!520,0![MANH4+].!

!

!

16&:& (2R,3S,5R)]2]((S,E)]6]bromo]1]hydroxyhex]3]en]1]yl)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]

3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]3]yl&acétate!

C17H23BrN2O6,!431,28!g.molA1!

!

A!15!(1,17!g,!2,71!mmol)!en!solution!dans!le!dichlorométhane!(35!mL)!à!0°C!est!ajouté!le!

tétrachlorure!de!titane!(4,7!mL,!4,66!mmol).!Après!15!minutes!de!réaction,!le!milieu!est!

neutralisé! avec! une! solution! aqueuse! saturée! en! NaHCO3! puis! dilué! par! de! l’acétate!

d’éthyle,! et! la! phase! organique! est! lavée! à! l’eau!distillée.! La!phase! aqueuse!est! traitée!

avec!l’acide!chlorhydrique!1M!jusqu’à!devenir!limpide!et!réextraite!à!l’acétate!d’éthyle.!

Après!un!dernier!lavage!avec!une!solution!aqueuse!saturée!en!NaCl,!la!phase!organique!

est!séchée!sur!MgSO4!et!évaporée.!841!mg!de!produit!désiré!16!sont!obtenus!sous!forme!

d’une!mousse!blanche!avec!un!rendement!de!72%!sans!purification!ultérieure.!!

!
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RMN!1H!(CDCl3,!250!MHz),!δ!(ppm)!:!9,71!(1H,!s,!NH!base)!;!7,72!(1H,!s,!H6)!;!6,31!(1H,!

dd,!JH1’AH2’a!=!8,0!Hz!;+JH1’AH2’b!=!5,5!Hz,!H1’)!;!5,50!(2H,!m,!H7’,!H8’)!;!5,33!(1H,!m,!H3’)!;!3,96!

(1H,!m,!H4’)!;!3,87!(1H,!td,!JH5’AH4!=!6,0!Hz!;+JH5’AH6’!=!1,5!Hz,!H5’)!;!3,36!(2H,!m,!H10’)!;!2,64A

2,24!(5H,!m,!H2’,!H6’!et!H8’)!;!!2,07!(3H,!s,!MeCOO)!;!1,89!(3H,!s,!Me7).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!170,7,!164,2!;!150,8!;!145,9!;!136,5!;!131,4!;!128,9!;!

111,3!;!86,2!;!85,6!;!76,3!;!70,5!;!44,7!;!37,3!;!36,8!;!35,6!;!33,2!;!21,1!;!12,6.!

!

IR!(CHCl3)!:!ν!(cmA1)!3044A2934!(CH)!;!1692!(C=O)!;!1469!(C=C).!

!

17!décrit!p.!178A179.!

! !
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I.1)&Protocole&général&de&protection&de&l’hydroxyle&en&position&5’&avec&le&chlorure&de&DMTr&
(Etape&1),&et&déprotection&de&l’hydroxyle&en&position&3’&(Etape&2)&:&
!

Obtention!des!produits!6,!9a,!9b!et!17&

!

(Etape& 1)& Le! nucléoside! de! départ,! AgNO3! et! DMTrCl! sont! pesés! et!mis! à! sécher! une!

heure!avant!leur!utilisation.!!

A! AgNO3! placé! sous! argon! est! ajouté! le! nucléoside! de! départ! solubilisé! dans! du! THF!

anhydre.!La!collidine!et!le!DMTrCl!solubilisé!dans!du!THF!anhydre!sont!ensuite!ajoutés.!

La! solution! dont! la! couleur! passe! de! jaune! à! rouge! après! 20!minutes! de! réaction,! est!

maintenue!sous!agitation!à!température!ambiante!pendant!16!heures.!Les!sels!d’argent!

formés! sont! filtrés! avant! d’hydrolyser! le! filtrat! avec! une! solution! aqueuse! saturée! de!

NH4Cl.!Le!milieu!est!dilué!à! l’acétate!d’éthyle,! la!phase!organique!est! lavée!à! l’eau!puis!

avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!NaCl!avant!d’être!séchée!sur!MgSO4!et!évaporée!à!

sec.!Le!produit!protégé!en!position!5’C!obtenu!est!utilisé!tel!quel!pour!l’étape!suivante!

pour!former!les!produits!6!et!9a/9b.!Dans!le!cas!du!composé!17!celui!ci!est!purifié!sur!

colonne!de!silice!HPLC!en!éluant!avec!un!mélange!acétate!d’éthyle/méthanol!50/50!et!a!

été!obtenu!avec!un!rendement!de!57%.!!

!

(Etape& 2)! Au! produit! protégé! lors! de! l’étape! 1! solubilisé! dans! du! THF! anhydre,! est!

ajouté!sous!atmosphère!d’argon!une!solution!de!TBAF!(1M!dans!le!THF).!La!réaction!est!

laissée!sous!agitation!pendant!16!heures!à!température!ambiante.!Le!produit!désiré!est!

récupéré!pur!après!évaporation!du!solvant!et!purification!sur!colonne!de!silice!en!éluant!

avec!un!mélange!binaire!de!solvants!dichlorométhane/acétate!d’éthyle!(5/5).!

!

! !
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!

! Etape&(1)& Etape&(2)& Rdt*!

(%)!P.!! Nucléoside!

de!départ!

AgNO3! DMTrCl! Collidine! THF!

(mL)!

TBAF!

(mL)!

THF!

(mL)!

6& 5,!

2!g,!

3,62!mmol!

1,54!g,!!

9,06!mmol!

3,1!g,!!

9,06!mmol!

4,8!mL,!!

36,2!mmol!

80!+!20! 3,2! 30! 92!

9a!! 8a!

700!mg,!

1,35!mmol!

570!mg,!!

3,37!mmol!

1,14!g,!

3,37!mmol!

1,7!mL,!!

1,28!mmol!

35!+!5! 1,7!! 15! !

68!

!

9b& 8b&

630!mg,!

1,22!mmol&

518!mg,!!

3,05!mmol!

1,03!g,!

3,05!mmol!

1,5!mL,!!

12,2!mmol!

30!+!5! 1,4! 10! 72!

17& 16!

266!mg,!

0,62!mmol!

209!mg,!

1,23!mmol!

522!mg,!

1,54!mmol!

0,8!mL,!

6,17!mmol!

18!+!2! ! ! 57!

!P.!=!Produit!obtenu!

*global!sur!les!étapes!(1)!et!(2)!pour!6,!9a!et!9b,!et!pour!l’étape!(1)!pour!17.!

&

&

6&:&(S)]méthyl&3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2S,3S,5R)]3]

hydroxy]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]

2]yl)propanoate&

C34H36N2O9,!616,66!g.molA1!

!

RMN!1H!(C6D6,!250!MHz),!δ!(ppm)!:!8,88!(1H,!s,!NH!base)!;!7,49A7,15!(10H,!m,!Ph,!DMTr!

et!H6)!;!6,62A6,76!(4H,!m,!DMTr)!;!6,22!(1H,!t,!JH1’AH2’!=!7,5!Hz,!H1’)!;!4,44!(1H,!m,!H3’)!;!4,23!

(1H,!m,!H4’)!;!3,77!(6H,!s,!OMe!DMTr)!;!3,46!(3H,!s,!OMe!ester)!;!2,61A2,19!(5H,!m,!H2’,!H6’!

et!H5’)!;!1,65!(3H,!s,!Me7).!!

!
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MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!617,5![MAH+].!

!

!

9a!:&1]((2R,4S,5S)]5]((S)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)but]3]yn]1]

yl)]4]hydroxytétrahydrofuran]2]yl)]5]méthylpyrimidine]2,4(1H,3H)]dione&&

!C34H34N2O7,!582,64!g.molA1!

!

RMN!1H!(C6D6,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,44A7,21!(10H,!m,!H6!et!DMTr)!;!6,89A6,77!(4H,!m,!

DMTr)!;!6,27!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!6,8!Hz!;!JH1’AH2’b!=!6,3!Hz,!H1’)!;!4,65A4,59!(1H,!m,!H3’)!;!3,92!

(1H,!dd,!JH4’AH5’!=!4,4!Hz!;!JH4’AH3’!=!!3,6!Hz,!H4’)!;!3,78!(6H,!m,!OMe!DMTr)!;!3,73A3,67!(1H,!

m,!H5’)!;!2,37A2,22!(4H,!m,!H2’!et!H6’)!;!1,96!(1H,!t,!JH8’AH6’!=!2,4!Hz,!H8’)!;!1,81!(3H,!d,!JMe7AH6!

=!1.0!Hz,!Me7).!

!

RMN! 13C! (C6D6;! 75!MHz),! δ! (ppm)! : 159,1! (C4)! ;! 146,2! (C2)! ;! 135,7(C6)! ;! 136,2A136,0A

130,5A128,3A127,9A127,1A113,3! (C! Ph)! ;! 111,0! (C5)! ;! 88,9! (C8’)! ;! 87,6! (Cq! DMTr);! 87,2!

(C4’);!84,6!(C1’)!;!80,7!(C7’)!;!72,5!(C3’)!;!70,0!(C5’)!;!54,5!(OMe!DMTr)!;!40,9!(C2’)!;!21,8!(C6’)!

;!12,4!(C7).!!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!582,1![MAH+].!

!

!
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9b&:&1]((2R,4S,5S)]5]((R)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)but]3]yn]1]

yl)]4]hydroxytétrahydrofuran]2]yl)]5]méthylpyrimidine]2,4(1H,3H)]dione&

!C34H34N2O7,!582,64!g.molA1!

!

RMN!1H!(C6D6,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!10,0!(1H,!s,!NH!base)!;!7,75A7,52!(6H,!m,!DMTr),!7,02!

(1H,!m,!H6)! ;!6,80!(6H,!m,!DMTr),!6,49!(1H,!m,!H1’),!4,70!(1H,!m,!H3’),!4,46!(1H,!m,!H4’),!

3,60!(1H,!m,!H5’),!3,40!(6H,!s,!OMe!DMTr),!2,40!(4H,!m,!H2’,!H6’),!1,82!(1H,!m,!H8’)!1.81!

(3H,!m,!Me7).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ! (ppm)! :!159,1!(C4)! ;!146,4!(C2)! ;!135,0!(C6)! ;!136,5A136,3A

135,0A130,5A128,2A127,9A127,0A127,0A113,4! (C!Ph)! ;! 111,0! (C5)! ;! 87,5! (C8’)! ;! 87,4! (C4’);!

84,2!(C1’)!;!80,7!(Cq!DMTr);!72,4!(C3’)!;!71,4!(C7’)!;!71,3!(C5’)!;!54,5!(OMe!DMTr)!;!39,7!(C2’)!

;!22,0!(C6’)!;!12,1!(C7).!!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!582,1![MAH+].!

!

!

17:&(2R,3S,5R)]2]((S,E)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]6]bromohex]

3]én]1]yl)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]3]yl&acétate!

C38H41BrN2O8,!733,64!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!250!MHz),!δ!(ppm)!:!7,91!(1H,!s,!H6)!;!7,27!(9H,!m,!DMTr)!;!6,79!(4H,!m,!

DMTr)!;!6,36!(1H,!t,!JH1’AH2’!=!7,3!Hz,!H1’)!;!5,13!(3H,!m,!H7’,!H8’!et!H3’)!;!3,94!(1H,!m,!H4’)!;!

O
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3,73!(6H,!s,!OMe!DMTr)!;!3,36!(1H,!m,!H5’)!;!3,21!(2H,!t,!JH10’AH9’!=!6,8!Hz,!H10’)!;!3,35!(4H,!

m,!H6’!et!H9’)!;!2,13!(2H,!m,!H2’)!;!1,97!(3H,!s,!MeCOO)!;!1,87!(3H,!s,!Me7).!!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!170,1!;!164,1!;!158,7!;!158,7!;!145,9!;!136,4!;!136,0!;!

135,0!;!130,3!;!129,2!;!128,3!;!128,1!;!127,9!;!127,8!;!127,6!;!127,1!;!126,8!;!121,1!;!113,1!;!

111,7!;!87,5!;!84,6!;!83,9!;!75,1!;!74,4!;!55,1!;!38,2!;!35,6!;!35,0!;!32,7!;!12,5.!!

!

!

18!:&1]((2R,4S,5S)]5]((S,E)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]6]

bromohex]3]en]1]yl)]4]hydroxytétrahydrofuran]2]yl)]5]méthylpyrimidine]

2,4(1H,3H)]dione&

C36H39BrN2O7,!691,61!g.molA1!

!

A!17!(260!mg,!3,54!10A1!mmol)!en!solution!dans!un!mélange!méthanol/eau!4/1!(10!mL)!

est! ajouté! du! carbonate! de! potassium! (100! mg,! 0,71! mmol).! Le! milieu! est! agité! à!

température! ambiante! pendant! trois! heures! puis! extrait! à! l’acétate! d’éthyle.! La! phase!

organique!est!lavée!à!l’eau!distillée!et!avec!une!solution!saturée!en!NaCl,!puis!séchée!sur!

MgSO4!et!évaporée!à!sec.!211!mg!de!produit!attendu!18!sont!obtenus!sous!forme!d’une!

mousse!blanche!avec!un!rendement!de!86%!sans!purification!ultérieure.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!250!MHz),!δ!(ppm)!:!7,94!(1H,!s,!H6),!7,29!(9H,!m,!DMTr)!;!6,83!(4H,!m,!

DMTr)!;!6,38!(1H,!t,!JH1’AH2’!=!6,9!Hz,!H1’)!;!5,16!(2H,!m,!H7’!et!H8’)!;!4,35!(1H,!m,!H3’)!;!3,80!

(1H,!m,!H4’)!;!3,77!(6H,!s,!OMe!DMTr)!;!3,26!(3H,!m,!H5’!et!H10’)!;!3,35!(4H,!m,!H6’!et!H9’)!;!

2,16!(2H,!m,!H2’)!;!1,81!(3H,!s,!Me7).!!

!

RMN!13C!(CDCl3,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!164,1!;!158,7!;!150,6!;!146,0!;!136,5!;!136,1!;!135,7!;!

130,4!;! 130,3!;! 130,2!;! 128,6!;! 128,1!;! 127,8!;! 127,1!;! 113,2!;! 111,4!;! 87,3!;! 84,3!;! 74,2!;!

72,0!;!55,3!;!41,2!;!35,8!;!35,7!;!35,1!;!32,7!;!12,5.!

!

O

OH

N
ODMTr

NH

O

OBr
5’ 6’ 

7’ 

8’ 

9’ 

10’ 



! Chapitre!IV!:!Partie!expérimentale! !
!

! 180!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!691!,0![M+H+]!;!710,0![M+NH4+].!

!

19!décrit!p.!183.!

!

I.2)&Protocole&général&de&formation&des&phosphoramidites&:&
&

Au!nucléoside!en!solution!dans!du!THF!anhydre!à! température!ambiante,!sont!ajoutés!

sous! argon! la! diisopropyléthylamine! (DIPEA)! et! le! (2Acyanoéthyl)(N,NA

diisopropylamino)Achlorophosphite.!Après!35!minutes,! le!chlorhydrate!formé!est! filtré.!

Le! filtrat! est! repris! dans! de! l’acétate! d’éthyle! saturé! en! argon,! lavé! avec! une! solution!

aqueuse!glacée!de!Na2CO3!à!10%!(deux!fois)!et!séché!sur!MgSO4.!Le!produit!dilué!dans!

un! minimum! d’éther! diéthylique! est! précipité! dans! de! l’éther! de! pétrole! à! 0°C.! Le!

précipité!est!repris!dans!de!l’acétate!d’éthyle!et!évaporé!à!la!rampe!à!vide.!!

!

Produit!

obtenu!

Nucléoside!de!

départ!

THF! DIPEA!

4!eq.!

Chlorophosphite!

2!eq.!

Rdt!

(%)!

7& 6,!950!mg,!

1,54!mmol!

8!mL! 1!mL,!6,17!

mmol!

0,68!ml,!3,08!

mmol!

58!

10a& 9a,!990!mg,!

1,69!mmol!

12!mL! 0,88!g,!6,8!

mmol!

0,81!g!,!3,34!

mmol!

71!

10b& 9b,!390!mg,!

0,67!mmol!

10!mL! 0,34!g,!2,6!

mmol!

0,32!g,!1,34!

mmol!

71!

19& 18,!731!mg,!

1,06!mmol!

8!mL! 0,75!mL,!1,06!

mmol!

496!mg,!2,11!

mmol!

74!

!

! !
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7&:& (3S)]méthyl& 3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3](((2]

cyanoéthyl)(diisopropylamino)phosphino)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]

dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)propanoate&

C43H53N4O10P,!816,88!g.molA1!

!

RMN!1H!(C6D6,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,95A7,57!(2H,!m,!DMTr)!;!7,50A7,44!(4H,!m,!DMTr,!

H6)!;!7,16A7,04!(4H,!m,!DMTr)!;!6,79A6,74!(4H,!m,!DMTr)!;!6,54!(1H,!m,!H1’)!;!4,70!(1H,!m,!

H3’)!;!4,33!(1H,!m)!;!4,23!(1H,!m)!;!3,48A3,45!(2H,!m)!;!3,31!(6H,!m,!OMe!DMTr)!;!3,30!(3H,!

s,!OMe!Ac)!;!3,29A3,16!(2H,!m)!;!3,19A3,15!(4H,!m)!;!2,90!(4H,!m)!;!1,15A1,10!(12H,!m,!iPr)!

!

RMN!31P!(C6D6,!81!MHz),!δ!(ppm)!:!150,1!;!148,6.!

!

MS:!ESI!MeOH!(m/z)!:!839,5![M+Na+].!

!

!

10a&:& 3]((((2R,3S,5R)]2]((S)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)but]3]yn]

1]yl)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]3]

yl)oxy)(diisopropylamino)phosphino)propanenitrile&

C43H51N4O8P,!782,86!g.molA1&

&
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RMN!1H!(C6D6,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,65!(1H,!br!s,!NH)!;!7,95A7,54!(2H,!m,!DMTr)!;!7,46A

7,39!(4H,!m,!DMTr,!H6)!;!7,12A7,00!(4H,!m,!DMTr)!;!6,77A6,72!(4H,!m,!DMTr)!;!6,55!(1H,!

dd,!JH1’AH2’a!=!7,6!Hz!;!JH1’AH2’b!=!6,0!Hz,!H1’)!;!4,85A4,72!(1H,!m,!H3’)!;!4,60A4,59!(1H,!dd,!JH4’A

H5’!=!3,3!Hz!;!JH4’AH3’!=!2,5!Hz,!H4’)!;!3,74A3,88!(1H,!m,!H5’)!;!3,50A3,41!(2H,!m)!;!3,31!(6H,!m,!

DMTr)!;!3,28A3,17!(2H,!m)!;!2,64A2,33!(4H,!m)!;!1,77!(4H,!m)!;!1,10A1,00!(12H,!m,!iPr).!

!

RMN!31P!(C6D6,!81!MHz),!δ!(ppm)!:!149,7!;!148,8.!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!783,1![M+H+].!

!

&

10b&:& (2R,3S,5R)]2]((R)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)but]3]yn]1]yl)]

5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]3]yl& (2]

cyanoéthyl)&diisopropylphosphoramidite&&

C43H51N4O8P,!782,86!g.molA1!

!

RMN!1H!(C6D6,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,73A7,67!(2H,!m,!DMTr)!;!7,59A7,50!(4H,!m,!DMTr)!;!

7,22A7,19!(2H,!m,!DMTr!et!H6)!;!7,09A7,00!(2H,!m,!DMTr)!;!6,81A6,76!(4H,!m,!DMTr)!;!6,49!

(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,6!Hz!;+JH1’AH2’b!=!5,8!Hz,!H1’)!;!5,16A5,10!(1H,!m,!H3’)!;!4,68A4,63!(1H,!m)!

;!3,79A3,72!(1H,!m)!;!3,58A3,44!(2H,!m)!;!3,37A3,32!(2H,!m)!;!3,29!(6H,!m,!DMTr)!;!2,65A

2,27!(4H,!m)!;!2,12A1,76!(4H,!m)!;!1,23A1,10!(12H,!m,!iPr).!

!

RMN!31P!(C6D6,!81!MHz),!δ!(ppm)!:!148,3!;!148,2.!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!783,1![M+H+].!
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19&:&3]((((2R,3S,5R)]2]((S,E)]1](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]6]

bromohex]3]en]1]yl)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]3]yl)oxy)(diisopropylamino)phosphino)propanenitrile&

C45H56BrN4O8P,!891,83!g.molA1&

&

RMN!1H! (C6D6,!250!MHz),!δ! (ppm)! :!7,95! (1H,! s,!H6)!;!7,66A6,76! (13H,!m,!DMTr)!;!6,65!

(1H,!t,!JH1’AH2’!=!6,8!Hz,!H1’)!;!5,1!(2H,!m,!H7’!et!H8’)!;!4,69!(1H,!m,!H3’)!;!4,25!(1H,!m,!H4’)!;!

3,46!(2H,!m)!;!3,30!(6H,!s,!MeO!DMTr)!;!3,18!(2H,!m)!;!2,87!(2H,!m)!;!2,57A2,12!(6H,!m)!;!

1,84!(3H,!s,!Me7)!;!1,72!(2H,!m)!;!1,23!(2H,!m)!;!1,05!(9H,!s,!tBu).!

&

RMN!13C!(C6D6,!63!MHz),!δ!(ppm)!:!164,3!;!159,4!;!151,2!;!151,0!;!147,0!;!137,0!;!136,6!;!

131,0!;!130,7!;!128,7!;!128,1!;!127,4,!113,6!;!111,5!;!111,4!;!87,8!;!86,7!;!84,7!;!75,1!;!74,7!;!

73,8!;! 58,7!;! 58,4!;! 54,9!;! 45,4!;! 43,6!;! 40,6!;! 35,9!;! 35,6!;! 32,8!;! 32,4!;! 24,6!;! 22,8!;! 20,0!;!

19,9.!

!

RMN!31P!(C6D6,!81!MHz),!δ!(ppm)!:!148,9!;!148,6.!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!913,3![M+Na+]!;!929,2![M+K+].!

&
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II)&Les&nucléotides&fonctionnalisés&&
!

II.1)&Les&nucléotides&fonctionnalisés&amides&
&

20&:&2]aminoéthyl&pivalate&

!

C7H15NO2,!145,20!g.molA1!

!

L’éthanolamine! (2,5!g,!3,1!10A2!mol)!est!préalablement!chlorohydratée!par!ajout!d’une!

solution!4M!d’acide!chlorhydrique!dans!le!dioxane!(10!mL)!puis!ajoutée!goute!à!goute!à!

de! l’éther! diéthylique! afin! de! la! faire! précipiter.! A! ce! composé! séché! sous! pression!

réduite! est! ajouté! le! chlorure! de! pivaloyle! (4! mL,! 3,1! 10A2! mol)! (sans! solvant).! Le!

mélange!non!totalement!homogène!est!chauffé!à!90!°C!pendant!deux!heures.!Après!une!

heure! de! réaction! le! mélange! prend! en! masse.! Après! refroidissement! à! température!

ambiante! le! composé! 20! est! séché! sous! pression! réduite! pour! conduire! à! un! solide!

blancAjaune!avec!un!rendement!quantitatif.!

!

RMN!1H!(MeOD;!300!MHz),!δ!(ppm)!:!2,86!(2H,!t,!J+=!5,1!Hz,!CH2AO)!;!1,89!(2H,!t,!J+=!5,1!

Hz,!CH2AN)!;!A0,25!(9H,!s,!tBu!Piv).!

&

!

II.1.a)!Protocole!général!d’addition!nucléophile!catalysée!par!l’AlMe3!!
&

L’amine! nucléophile! est! solubilisée! dans! du! dichlorométhane! anhydre! dans! un! ballon!

bicol!équipé!d’un!réfrigérant.!Le!système!est!placé!sous!argon!et!refroidi!à!0°C!à! l’aide!

d’un!bain!de!glace.!Le!triméthylaluminium!(5!eq.)!est!ensuite!ajouté!goutte!à!goutte.!De!

la! fumée! d’HCl! se! dégage! et! le! milieu! est! laissé! sous! agitation! magnétique,! jusqu’à!

disparition!de!celleAci.!L’ester!5!solubilisé!dans!du!dichlorométhane!est!ensuite!ajouté!à!

température!ambiante.!La!réaction!est! laissée!à!40°C!pendant!16!heures.!Le!milieu!est!

hydrolysé!avec!une!solution!1M!de!HCl!et! le!dichlorométhane!est!évaporé.!La!solution!

obtenue!est!extraite!à!l’acétate!d’éthyle!et!les!phases!organiques!regroupées!sont!ensuite!

NH2
O

O
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lavées!avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!NaCl,!séchées!sur!MgSO4!et!évaporées!à!sec.!

Le! brut! est! purifié! sur! colonne! de! silice! en! éluant! avec! un!mélange! acétate! d’éthyle!/!

dichlorométhane!50!/!50!en!gradient!jusqu’à!un!rapport!80!/!20.!!

!

!

Produit!

obtenu!

Nucléophile!

(Quantité)!

(AlMe3)2!

(2M)!

Rdt*!

(%)!

Aspect!du!produit!

21&

439!mg!

Aminoalcool!protégé!20&

(900!mg,!1,65!mmol)!

4,2!mL! 40! Huile!orange!

22&

507!mg!

Acide!4Aaminobutyrique!

(900!mg,!1,65!mmol)!

4,1!mL! 61! Huile!orange!

23&

1,35!g!

Histamine!

(2!g,!3,68!mmol)!

13!mL! 58! Huile!jaune!

*le! rendement! est! calculé! sur! la! quantité! de! produit! désiré! obtenu,! le! restant! est!

constitué!d’ester!de!départ!5!n’ayant!pas!réagit.!

!

!

21&:&3]((S)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]

3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]

hydroxypropanamido)éthyl&pivalate&

!C35H47N3O8Si,!665,85!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,30!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,59A7,62!(5H,!m,!Ph!et!H6)!;!

7,43A7,35!(6H,!m,!Ph)!;!6,37!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,5!Hz!;!JH1’AH2’b!=!5,9!Hz,!H1’)!;!5,97!(1H,!t,!

JNH8’AH9’!=!5,6!Hz,!NH8’)! ;!4,50!(1H,!td,! JH3’AH2’!=!5,1!Hz!;! JH3’AH4’!=!1,6!Hz,!H3’)! ;!4,13!(2H,!t,!

JH10’AH9’!=!5,4!Hz,!H10’)!;!3,73!(1H,!dd,!JH4’AH5’!=!1,7!Hz!;!JH4’AH3’!=!1,6!Hz,!H4’)!;!3,54!(1H,!ddd,!

JH5’AH4’!=!10,3!Hz!;!JH5’AH6’a!=!2,9!Hz!;!JH5’AH6’b!=!1,8!Hz,!H5’)!;!3,48!(2H,!m,!H9’)!;!2,44!(1H,!dd,!
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JH6’bAH6’a!=!15,7!Hz,!JH6’bAH5’!=!10,1,!H6’b)!;!2,13!(2H,!m,!H2’)!;!2,09!(1H,!dd,!JH6’aAH6’b!=!15,7!Hz!;+

JH6’aAH5’!=!2,9!Hz,!H6’a)!;!1,83!(3H,!s,!Me7)!;!1,17!(9H,!s,!tBu!Piv)!;!1,06!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)! :!178,8!(C12’)! ;!172,5!(C7’)! ;!163,9!(C2)! ;!150,6!(C4)! ;!

137,1!A!136,2!A!135,9!A!135,8!A!135,7!A!133,3!A!130,1!A!127,9!(C!Ph)!;!111,0!!(C5)!;!89,8!(C4’)!

;!86,2!(C1’)!;!74,7!(C3’)!;!68,1!(C5’)!;!62,8!(C10’)!;!54,3!(C13’)!;!40,0!(C2’)!;!38,9!(C9’)!;!38,8!(C6’)!

;!27,2!(tBuASi)!;!26,9!(tBuAPiv)!;!19,1!(Cquat!tBu!Si)!;12,6!(C7).!!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!666,7![MAH+].!

!

!

22&:&acide&4]((S)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]

dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]

hydroxypropanamido)butanoique&

!C32H41N3O8Si,!623,77!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,62!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,67A7,58!(5H,!m,!Ph!et!H6)!;!

7,41A7,36!(6H,!m,!Ph)!;!6,55!(1H,!t,!JNH8’–H9’!=!6,5!Hz,!NH8’)!;!6,33!(1H,!dd,!JH1’–H2’a!=!8,3!Hz!;!

JH1’–H2’b!=!6,1Hz,!H1’)!;!4,49!(1H,!m,!H3’)!;!3,77!(1H,!m,!H4’)!;!3,60!(1H,!m,!H5’)!;!3,26!(2H,!m,!

H9’)!;!2,44A2,31!(4H,!m,!H6’!et!H11’)!;!2,16A2,01!(2H,!m!,!H2’)!;!1,82!(2H,!m,!H10’)!;!1,78!(3H,!

d,!JMe7AH6+=!0,9!Hz,!Me7)!;!1,05!(9H,!s,!tBu).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 75!MHz),! δ! (ppm)! :! 177,5!(C12’)!;! 172,7! (C7’)!;! 164,8! (C2)!;! 150,7! (C4)!;!

137,7! A!135,8! A!135,7! A!133,2! A!133,14! A!130,10! A!130,09! A!128,0! A!127,9! (C!Ph)!;!110,9!

(C5)!;!90,0!(C4’)!;!86,3!(C1’)!;!74,6!(C3’)!;!68,0!(C5’)!;!40,3!(C2’)!;!39,0!(C9’)!;39,0!(C6’)!;!31,6!

(C11’)!;!26,9!(tBuASi)!;!24,1!(C10’)!;!12,4!(C7).!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!624,3![M+H+].!

!
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23&:&(S)]N](2](1H]imidazol]5]yl)éthyl)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]

butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]hydroxypropanamide&

C33H41N5O6Si,!631,79!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,61A7,59!(5H,!m,!Ph)!;!7,51!(1H,!m,!H13’)!;!7,41A7,33!

(6H,!m,!Ph!et!H6)!;!7,00!(1H,!bs,!NH8’)!;!6,71!(1H,!m,!H15’)!;!6,29!(1H,!m,!H1’),!4,51!(1H,!m,!

H3’),!3,79!(1H,!m,!H4’)!;!3,61!(1H,!m,!H5’)!;!3,51!et!3,29!(2H,!2m,!H9’)!;!2,71!(2H,!m,!H10’),!

2,36!(1H,!partie!A!d’un!système!ABX(Y),!JH6’aAH6’b!=!14,8!Hz!;!J!H6’aAH5’!=!10,0!Hz,!H6’a)!;!2,14A

2,01!(3H,!2m,!H2’!et!H6’b)!;!1,77!(3H,!s,!Me7),!1,00!(9H,!s,!tBu).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)! :!172,5!(C7’)! ;!164,4!(C2)! ;!151,1!(C4)! ;!135,7!(C13’)!;!

130,1!(C15’)!;!137,7!A!136,0!A!134,8!A!128,0!(C!Ph,!C11’)!;!111,0!(C5)!;90,3!(C4’)!;!87,0!(C1’)!;!

74,9! (C3’)! ;!68,6! (C5’)! ;!40,0! (C6’)! ;!39,9! (C2’)! ;!39,6! (C9’)! ;!26,2! (C10’),27,1! (tBuASi)!;!19,1!

(CqtBu)!;!12,6!(Me7).!

!

MS:!ESI!MeOH!Haute!résolution!632,2903!m/z![MAH+]!(100%)!ppm!=!A0,2.!

!

!

24&:& méthyl& 4]((S)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]

dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]

hydroxypropanamido)butanoate&

C33H43N3O8Si,!637,80!g.molA1 

 

13’ 
O

OTBDPS

N
OHO

N
H

NH

O

O
N

N
H

5’ 
6’ 7’ 

8’ 9’ 

10’ 

11’ 

12’ 

14’ 
15’ 

O

OTBDPS

N
OHO

N
H

NH

O

O

O

O
5’ 

6’ 7’ 
8’ 9’ 

10’ 

11’ 
12’ 

13’ 

14’ 



! Chapitre!IV!:!Partie!expérimentale! !
!

! 188!

La! résine! Amberlite! IR! 120! (400! mg)! préalablement! activée! (2! lavages! successifs!

respectivement!avec!de!l’eau,!de!l’isopropanol!et!de!l’acide!chlorhydrique!aqueux!0,5M,!

puis! lavage! à! l’eau! jusqu’à! neutralité! et! enfin! séchage! sous! pression! réduite)! est!

introduite!dans!un!ballon!ainsi!que!le!méthanol!(8!mL).!Le!produit!22!(614!mg,!1!mmol)!

est!alors!ajouté!et!la!réaction!est!laissée!sous!agitation!magnétique!la!nuit!en!chauffant!à!

80!°C.!Le!milieu!est!filtré!et!la!résine!rincée!au!méthanol.!Le!filtrat!est!évaporé!à!sec!et!

590!mg!de!produit!pur!sont!récupérés!avec!un!rendement!de!94%.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,54!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,66A7,59!(6H,!m,!Ph!et!H6)!;!

7,43A7,35!(5H,!m,!Ph)!;!6,39!(1H,!dd,!JH1’–H2’a!=!8,6!Hz!;!JH1’–H2’b!=!5,9Hz,!H1’)! ;!6,01!(1H,!t,!

JNH8’–H9’!=!5,6!Hz,!NH8’)!;!4,50!(1H,!m,!H3’)!;!3,73!(1H,!m,!H4’)!;!3,71!(3H,!s,!H13’)!;!3,58!(1H,!

m,!H5’)! ;!3,30!(2H,!md,!H9’)!;2,39!(2H,!t,!JH11’–H10’!=!7,1!Hz,!H11’)!;!2,21A2,01!(4H,!m,!H2’!et!

H6’)!;!1,83!(3H,!s,!Me7)!;!1,80!(2H,!m,!H10’)!;!1,06!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)! :!174,0!(C12’)!;!172,7!(C7’)! ;!163,9!(C2)! ;!150,6!(C4)! ;!

137,3!A!135,8!A!135,8!A!135,6!A!134,9!A!133,4!A!133,22!A!133,17!A!130,1!A!129,7!A!129,6!A!

128,0!A!127,7!(C!Ph)!;!111,2!(C5)!90,02!(C4’)!;!86,2!(C1’)!;!74,9!(CH3’)!;!68,3!(C5’)!;!52,0!(OA

Me)!;!40,3!(C2’)!;!39,1!(C9’)!;!38,9!(C6’)!;!31,6!(C11’)!;!27,1!(tBuASi)!;!24,6!(C10’)!;!19,2!(Cquat!

tBuASi)!;!12,7!(C7).!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!638,2![M+H+].!

!

! !
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II.1.b)!Protocole!général!de!protection!de!l’hydroxyle!en!position!5’!avec!le!chlorure!de!
DMTr!(Etape!1)!et!déprotection!de!l’hydroxyle!en!position!3’!(Etape!2)!!
&

La!procédure!décrite!page!174!est!reproduite!à!l’identique!pour!obtenir!les!produits!25,!

26,!31!et!34.!

!

!

! Etape&1✪& Etape&2& Rdt*!

(%)!P.!!

!

Nucléoside!

de!départ!

AgNO3! DMTrCl! Collidine! THF!

(mL)!

TBAF!

(mL)!

THF!

(mL)!

25&

200!mg!

et&

26&

100!mg!

23,!

501,5!mg!

0,8!mmol!

340!mg!

2!mmol!

678!mg!

2!mmol!

1,04!mL!

7,95!mmol!

20!

+!

2!

! ! 20!

et!

80!

31&

148,6!mg!

21!

278,5!mg!

0,42!mmol!

178!mg!

0,1!mmol!

356!mg!

0,11!mmol!

554!μL!

4,19!mmol!

12!

+!

2!

0,770! 7! !

46!

!

34&

469!mg!

24&

590!mg!

0,93!mmol&

336!mg!

1,97!mmol!

836!mg!

2,46!mmol!

1,27!mL!

9,71!mmol!

20!

+!

5!

0,350! 6! 72!

!P.!=!Produit!final!obtenu.!
✪Les!composés!30!et!33!sont!les!produits!de!l’étape!1!

*global!sur!les!étapes!(1)!et!(2)!pour!31&et!34,!et!pour!l’étape!(1)!pour!25!et!26.!

!

27!décrit!p.!194A195.!

28!décrit!p.!195A196.!

29!décrit!p.!197A198.!

30!décrit!p.!191.!

32!décrit!p.!199.!

33!décrit!p.!192A193.!

! !
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25&et&26&:&&

&

25&:&(S)]N](2](1H]imidazol]5]yl)éthyl)]3](bis(4]méthoxyphényl)&

(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]

dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)propanamide&et&!

C54H59N5O8Si,!934,16!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,00!(1H,!s,!NH!base)!;!7,81!(NH12’)!;!7,61A7,58!(5H,!

m,!Ph)!;!7,40A7,27!(13H,!m,!Ph,!H13’,!et!H6)!;!7,00A6,76!(8H,!m,!DMTr)!;!6,75!(1H,!bs,!NH8’)!;!

6,56!(1H,!s,!H15’)!;!6,45!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,7!Hz!;!JH1’AH2’b!=!5,8!Hz,!H1’),!4,48!(1H,!m,!H3’),!

3,79!(6H,!s,!OMe!DMTr)!;!3,75!(1H,!m,!H4’)! ;!3,57!(1H,!m,!H5’)! ;!3,41A3,31!(2H,!m,!H9’)! ;!

2,72A2,59!(2H,!m,!H10’),!2,46A2,35!(2H,!m,!H6’)!;!2,24A2,18!(2H,!m,!H2’)!;!1,79!(3H,!s,!Me7),!

1,05!(9H,!s,!tBuASi).!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!972,5![M+K+].!

!

!

26&:&(S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)methoxy)]N](2](1](bis(4]

methoxyphényl)(phényl)méthyl)]1H]imidazol]5]yl)éthyl)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]

butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]2]yl)propanamide!

C75H77N5O10Si,!1236,53!g.molA1!

!

MS!:!ESI!MeOH!m/z!:!1237![M+H+].!
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!

30&:&3]((S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3]((tert]

butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]hydroxypropanamido)éthyl&pivalate&

 C56H65N3O10Si,!968,21!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,17!(1H,!s,!NH!base)!;!7,69!(1H,!d,!JH6AMe7!=!0,9!Hz,!

H6)!;! 7,54A7,28! (13H,!m,! Ph! et! DMTr)!;! 7,18A7,04! (10H,!m,! Ph! et! DMTr)!;! 6,70! (4H,!m,!

DMTr)!;!6,49!(1H,!dd,!JH1’AH2’a+=!9,0!Hz!;!JH1’AH2’b+=!5,7!Hz,!H1’)!;!5,54!(1H,!t,!JNH8’AH9’+=!5,5!Hz,!

NH8’)!;!4,36!(1H,!m,!H5’)!;!4,12!(1H,!m,!H4’)!;!3,99!(2H,!m,!H10’)!;!3,90!(1H,!m,!H3’)!;!3,76!et!

3,75!(6H,!2s,!2!OMe!DMTr)!;!3,28!(2H,!m,!H9’)!;!2,27A1,96!(4H,!m,!H6’!et!H2’)!;!1,62!(3H,!d,!

JMe7AH6+=!0,9!Hz,!Me7)!;!1,15!(9H,!s,!tBuAPiv)!;!0,96!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!179,9!(C12’)!;!169,7!(C7’)!;!163,4!(C2)!;!158,9!(CqDMTr)!;!

150,2!(C4)!;!135,7!A!135,5!A!135,4!A!135,3!A!130,5!A!130,4!A!128,4!A!127,9!A!127,82!A!127,79!

(C!Ph)!;!113,1!(CMetaDMTr)!;!111,4!(C5)!;!87,64!(CqDMTr)!;!89,1! (C4’)!;!84,2! (C1’)!;!74,4! (C5’)!;!

71,9!(C3’)!;!62,7!(CH10’)!;!55,3!(OMe!DMTr)!;!41,1!(C2’)!;!39,1!(C6’)!;!38,7!(C9’)!;!27,2!(tBuA

Piv)!;!26,8!(tBuASi)!;!18,9!(CqtBuASi)!;!12,1!(C7).!

!

MS!:!APCI!négative!MeOH,!m/z!967,20![MAH]A.!

!

! !
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31&:& 2]((S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2S,3S,5S)]3]hydroxy]5]

(5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]

propanamido)éthyl&pivalate&

C40H47N3O10,!729,82!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,98!(1H,!s,!NH!base)!;!7,94A7,25!(10H,!m,!Ph!et!H6)!;!

6,85! (4H,!m,!DMTr)!;!6,29! (1H,!dd,! JH1’AH2’a+=!6,8!Hz!;+ JH1’AH2’b+=!6,8!Hz,!H1’)!;! 5,83! (1H,! t,!

JNH8’AH9’+=!5,8!Hz,!NH8’)!;!4,34!(1H,!m,!H5’)!;!4,12!(1H,!m,!H4’)!;!4,03!(2H,!m,!H10’)!;!3,87!(1H,!

m,!H3’)!;!3,82!et!3,81!(6H,!2s,!2!OMe!DMTr)!;!3,43!(2H,!m,!H9’)!;!2,38A1,23!(4H,!m,!H6’!et!

H2’)!;!1,83!(3H,!Me7)!;!1,18!(9H,!s,!tBuAPiv).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!171,1!(C12’)!;!163,9!(C7’)!;!159,1!(C2)!;!150,4!(CqDMTr)!;!

145,4!(C4)!;!136,3!(C6)!;!135,7!–!135,5!–!135,4!–!130,5!–!128,4!–!127,9!–!127,7!(C!Ph)!;!

113,4!(CmetaDMTr)!;!111,2!(C5)!;!87,6!(CqDMTr)!;!87,9!(C4’)!;!84,7!(C1’)!;!71,9!(C3’)!;!71,5!(C5’)!;!

63,0! (C10’)!;!55,4! (OMe!DMTr)!;!40,6! (C6’)!;!39,1! (C9’)!;!38,8! (C2’)! ;!29,9! (CqtBuAPiv)!27,3!

(tBuAPiv)!;!12,4!(C7).!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!752,3137![M+Na+]!(100%)!ppm!=!A2,9.!

!

!

33&:&méthyl&4]((S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3]

((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]

1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)propanamido)butanoate&

C54H61N3O10Si,!940,16!g.molA1!

O

OH

N
ODMTrO

N
H

NH

O

O
OO 5’ 

6
’ 

7
’ 

8’ 9’ 

10’ 

11’ 

12’ 
13’ 

O

OTBDPS

N
ODMTrO

N
H

NH

O

O
O

O

5’ 
6’ 7’ 

8’ 9’ 

10’ 

11’ 
12’ 

13’ 

14’ 



! Chapitre!IV!:!Partie!expérimentale! !
!

! 193!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,79!(1H,!bs,!NH!base)!;!8,17!(1H,!s,!H6)!;!7,68!A7,05!

(19H,!m,!Ph,!DMTr)!;!6,69!(4H,!m,!DMTr)!;!6,50!(1H,!dd,!JH1’–H2’a!=!9,0!Hz!;!JH1’–H2’b!=!5,5!Hz,!

H1’)!;!5,53!(1H,!t,!JNH8’–H9’!=!5,6!Hz,!NH8’)!;!4,36!(1H,!m,!H3’)!;!4,14!(1H,!m,!H4’)!;!3,85!(1H,!

m,!H5’)!;!3,75!(3H,!s,!OMe!DMTr)!;!3,74!(3H,!s,!OMe!DMTr)!;!3,64!(3H,!s,!OMe!ester)!;!3,58!

(1H,!m,!H5’)!;!3,05!(2H,!m,!H9’)!;2,22!(2H,!m,!H11’)!;!2,16A1,96!(4H,!m,!H2’!et!H6’)!;!1,66!(2H,!

m,!H10’)!;!1,67!(3H,!s,!Me7)!;!0,99!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 75!MHz),! δ! (ppm)! :! 173,4! (C12’)!;! 169,8! (C7’)! ;! 163,8! (C2)! ;! 158,9! (Cq!

DMTr)!;150,5!(C4)!;!135,8!(C6)!;!130,6!–!130,5!–!130,0!–!128,5!–!128,0!–!127,9!–!127,4!–!

121,3!(C!Ph)!;!113,3!(Cmeta!DMTr)!;!111,5!(C5)!89,1!(C4’)!;!87,5!(CqDMTr)!;!84,3!(C1’)!;!74,4!

(C3’)!;!72,1!(C5’)!;!55,4!(OMe!DMTr)!;51,8!(OMe!ester)!;!41,2!(C2’)!;!39,4!(C6’)!;!38,7!(C9’)!;!

31,4!(C11’)!;!27,0(tBuASi)!;!24,8!(C10’)!;!19,1!(CqtBuASi)!;!12,7!(Me7).!

!

MS!:!APCI!négative!MeOH!(m/z)!:!938,90![MAH]A.!

!

!

34&:& méthyl& 4]((S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3]

hydroxy]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]

2]yl)propanamido)!

C38H43N3O10,!701,76!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,19!(1H,!s,!NH!base)!;!7,31!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,2!Hz,!

H6)!;!7,49A7,23!(9H,!m,!DMTr)!;!6,81!(4H,!m,!DMTr)!;!6,21!(1H,!dd,!JH1’–H2’a!=!6,8!Hz!;!JH1’–

H2’b!=!6,7!Hz,!H1’)!;!5,46!(1H,!t,!JNH8’AH9’!=!5,6!Hz,!NH8’)!;!4,29!(1H,!m,!H3’)!;!4,03!(1H,!m,!H4’)!;!

3,84!(1H,!m,!H5’)!;!3,78!et!3,76!(6H,!2s,!OMe!DMTr)!;!3,64!(3H,!s,!OMe!ester)!;!3,16!(2H,!m,!

H9’)!;!2,28!(2H,!m,!H11’)!;!2,30A2,15!(4H,!m,!H6’!et!H2’)!;!1,81!(3H,!d,!JMe7AH6!=!1,2!Hz,!Me7)!;!

1,74!(2H,!m,!H10’).!!

!
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RMN! 13C! (CDCl3,! 75!MHz),! δ! (ppm)! :!171,0! (C12’)!;! 164,0! (C2)!;! 159,1! (Cq!DMTr)!;! 150,4!

(C4)!;!139,7!(C7’)!;!136,0!(C6)!;!136,0!–!135,9!–!130,8!–!130,7!–!129,3!–!128,6!–!128,1!–!

128,0! –! 127,9! –! 127,4! –! 127,2! (C!Ph)!;! 113,4! (CmetaDMTr)! ;! 111,2! (C5)!;! 87,8! (C4’)!;! 87,5!

(CqDMTr)!;! 84,7! (C1’)!;! 72,0! (C3’)!;! 71,4! (C5’)!;! 55,5! (OMe!DMTr)!;! 51,9! (OMe! ester)!;! 40,6!

(C6’)!;!39,1!(C9’)!;!39,0!(C2’)!;!31,5!(C11’)!;!24,7!(C10’)!;!12,6!(C7).!

!

MS!:!APCI!négative!MeOH!(m/z)!700,70![MAH]A.!

!

!

27&:&(S)]N](2](1H]imidazol]5]yl)éthyl)]3]((2S,3S,5R)]3]((tert]

butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]2]yl)]3]((triméthylsilyl)oxy)propanamide&

C36H49N5O6Si2,!703,98!g.molA1!

!

Le! composé!23! (1! g,! 1,58!mmol)! est! solubilisé! dans! de! la! pyridine! (8!mL),! et! à! cette!

solution! sont! ajoutés! la! bis(triméthylsilyl)amine! (HMDS)! (255! mg,! 1,58! mmol)! et! le!

chlorure!de! triméthylsilyle! (TMSCl)! (430!mg,! 3,96!mmol).! La! réaction! est! laissée! sous!

agitation!magnétique!à!température!ambiante!pendant!12!heures.!Le!milieu!réactionnel!

est! hydrolysé! par! ajout! d’eau! distillée! et! extrait! à! l’acétate! d’éthyle.! Les! phases!

organiques!regroupées!sont!lavées!avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!NaCl,!séchées!

sur!MgSO4!et!évaporées!à!sec.!Le!brut!obtenu!est!purifié!!sur!colonne!en!éluant!avec!de!

l’acétate! d’éthyle! puis! avec! un!mélange! acétate! d’éthyle/méthanol! 90/10.! 677!mg! du!

produit!attendu!sont!isolés!avec!un!rendement!de!61%.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,74!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,1!Hz,!H6)!;!7,71!(1H,!s,!H15’)!;!

7,65A7,37!(10!H,!m,!Ph)!;!6,67!(1H,!s,!H13’)!;!6,57!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!9,3!Hz!;!JH1’AH2’b!=!5,5!Hz,!

H1’)!;!4,08!(1H,!m,!H3’)!;!3,82A3,70!(2H,!m,!H5’!et!H9’a),!3,65!(1H,!s,!H4’)!;!3,21!(1H,!m,!H9’b)!;!

2,76!(2H,!m,!H10’)!;!2,48!(1H,!partie!A!d’un!système!ABX(Y),!JH6’aAH6’b!=!13,7Hz!;!JH6’aAH5’!=!
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9,7!Hz,!H6’)!;!2,31A2,21!(2H,!m,!H6’b!et!H2’a)!;!1,78!(3H,!d,!JMe7AH6!=!1,1!Hz,!Me7)!;!1,70!(1H,!

m,!H2’b)!;!1,05!(9H,!s,!tBuASi)!;!0,18!(9H,!s,!SiMe3).!

!

RMN!13C! (CDCl3,!75!MHz),!δ! (ppm)! :!169,8! (C7’)! ;!165,1!(C2)! ;!151,1!(C4)! ;!137,6!(C15’)! ;!

135,2!(C6)!;!138,0!–!136,9!–!136,3!–!136,2!–!136,1!–!136,0!–!135,9!–!135,7!–!133,2!–!132,8!

(C!Ph)!;!114,7!(C13’)!;!110,6!(C5)!;!89,4!(C4’)!;!85,4!(C1’)!;!76,3!(C3’)!;!70,3!(C5’)!;!60,6!(C9’)!;!

41,5!(C6’)!;!39,9!(C11’)!;!39,8!(C2’)!;!27,0!(tBuASi)!;!26,9!(C10’)!;!12,6!(Me7)!;!0,1!(SiMe3).!

!

MS!:!DCI!NH3,!haute!résolution!(m/z)!:!704,5![M+H+]!(100%)!ppm!=!A0,3.!

!

!

28a!et!28b!:!

Le!produit!27!(500!mg,!7,10!10A1!mmol)!est!solubilisé!dans!du!DMF!(20!mL)!et!le!K2CO3!

(292!mg,!2,11!mmol)!ainsi!que!le!chlorométhylpivalate!(122!μl,!0,85!mmol)!sont!ajoutés.!

La!réaction!est!laissée!à!température!ambiante!pendant!6!heures.!Le!milieu!réactionnel!

est!ensuite!hydrolysé!par!ajout!d’eau!distillée!puis!extrait!à!l’acétate!d’éthyle.!La!phase!

organique! est! lavée! avec! une! solution! aqueuse! saturée! de! NaCl,! séchée! sur!MgSO4! et!

évaporée!à!sec.!Le!brut!obtenu!est!purifié!sur!colonne!de!silice!flash!en!éluant!avec!un!

mélange! de! solvants! dichlorométhane/acétate! d’éthyle! 50/50,! puis! avec! de! l’acétate!

d’éthyle! pur,! et! enfin! avec! un! mélange! acétate! d’éthyle/méthanol! 80/20.! 348! mg! de!

produits! doublement! protégé! 28a! et! 28b! en! rapport! 50/50! sont! récupérés! avec! un!

rendement!de!60%.!

! !
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28a&:&(3]((2R,4S,5S)]4]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5]((S)]3]oxo]3]((2](1]

((pivaloyloxy)méthyl)]1H]imidazol]5]yl)éthyl)amino)]1]

((triméthylsilyl)oxy)propyl)tétrahydrofuran]2]yl)]5]méthyl]2,6]dioxo]3,6]

dihydropyrimidin]1(2H)]yl)méthyl&pivalate&

!

!C48H69N5O10Si2,!932,26!g.molA1!

&

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!932,5![M+H+].!

!

&

28b&:&(3]((2R,4S,5S)]4]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5]((S)]3]oxo]3]((2](1]

((pivaloyloxy)méthyl)]1H]imidazol]4]yl)éthyl)amino)]1]

((triméthylsilyl)oxy)propyl)tétrahydrofuran]2]yl)]5]méthyl]2,6]dioxo]3,6]

dihydropyrimidin]1(2H)]yl)méthyl&pivalate&

&

C48H69N5O10Si2,!932,26!g.molA1!

!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!932,5![M+H+].!

!

!
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29a& et& 29b&:& (3]((2R,4S,5R)]4]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5]((S)]1]hydroxy]3]

oxo]3]((2](1]((pivaloyloxy)méthyl)]1H]imidazol]5]

yl)éthyl)amino)propyl)tétrahydrofuran]2]yl)]5]méthyl]2,6]dioxo]2,3]

dihydropyrimidin]1(6H)]yl)méthyl&pivalate&

&

C45H61N5O10Si,!860,08!g!molA1!

!

!C45H61N5O10Si,!860,08!g!molA1!

!

Le!mélange!de!composés!28a!et!28b! (110!mg,!1,34!10A1!mmol)!est!solubilisé!dans!du!

méthanol.!A!ce!mélange!à!température!ambiante! l’APTS!(100!mg,!5,81!10A1!mmol)!est!

ajouté,!la!solution!vire!instantanément!au!rose!pale.!Après!avoir!laissé!réagir!pendant!16!

heures,!le!milieu!est!filtré!puis!le!solvant!est!évaporé!et!85!mg!de!produits!attendus!29a!

et!29b!sont!récupérés!en!mélange!avec!un!rendement!de!74%.!!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!860,4![M+H+].!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,84!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,1!Hz,!H629a)!;!7,68!(1H,!d,!JH6A

Me7!=!1,1!Hz,!H6b!29b)!;!7,63A7,59!(10H,!m,!Ph!29a!et!29b)!;!7,50!(1H,!s,!H13’29a)!;!7,49!(1H,!

s,! H13’b29b)!;! 7,43A7,37! (10H,! m,! Ph! 29a! et! 29b)!;! 6,84! (1H,! s,! H15’29a)!;! 6,83! (1H,! s,!

H15’29b)!;!6,78!(1H,!m,!NH8’29a)!;!6,83!(1H,!t,!JNH8’AH9’!=!5,3!Hz,!NH8’29b)!;!6,52!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!
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=!8,6!Hz!;+JH1’AH2’b!=!5,7!Hz,!H1’29a)!;!6,43!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,6!Hz!;+JH1’AH2’b!=!5,7!Hz,!H1’29b)!;!

5,92!(4H,!m,!H8!29a!et!29b)!;!5,77!(4H,!m,!H16’!29a!et!29b)!;!4,51!(1H,!m,!H3’29a)!;!4,49!

(1H,!m,!H3’29b)!;!3,76!(1H,!m,!H4’29a)!;!3,71!(1H,!m,!H4’29b)!;!3,57!(1H,!m,!H5’29a)!;!3,53!(1H,!

m,!H5’29b)!;!3,49!(2H,!m,!H9’29a)!;!3,47!(2H,!m,!H9’29b)!;!2,82!(2H,!dd,!JH10’AH9’a!=!6,8!Hz!;+JH10’A

H9’b!=!6,8!Hz,!H10’29a)!;!2,67!(2H,!m,!H10’29b)!;!2,39!(4H,!m,!H6’29a!et!H6’29b)!;!2,23!(1H,!m,!

H2’29a)!;!2,19!(1H,!m,!H2’29b)!;!2,08!(1H,!m,!H2’29b)!;!1,99!(1H,!m,!H2’29a)!;!1,86!(3H,!d,!JMe7AH6!

=!1,1!Hz,!Me729a)!;!1,85!(3H,!d,!JMe7AH6!=!1,1!Hz,!Me729b)!;!1,17!et!1,15!(9H!et!9H,!2s,!tBuA

Piv29a)!;!1,16!et!1,35!(9H!et!9H,!2s,!tBuAPiv29b)!;!1,06!(18H,!s,!tBuASi29a&et&29b).!

!

!

II.1.c)!Protocole!général!de!formation!des!phosphoramidites!!
&

La!procédure!décrite!page!180!est!reproduite!à!l’identique!pour!obtenir!les!produits!32!

et!35.!

!

Produit&

obtenu&

Nucléoside&

de&départ&

THF& DIPEA& chlorophosphite& Rdt&(%)&

32& 31,!

148!mg,!

2,04!mmol!

1,5!mL! 141!μL,!0,81!

mmol!

96!mg,!

0,41!mmol!

46!

35& 34,!

300!mg,!

0,43!mmol!

3!mL! 300!μL,!1,71!

mmol,!

202!mg,!

0,86!mmol.!

42!

!

! !
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32&:&2]((3S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3](((2]

cyanoéthoxy)(diisopropylamino)phosphino)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]

dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)propanamido)éthyl&pivalate&

!

C49H64N5O11P,!930,03!g.molA1!

!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!952,4238![M+Na+]!(100%)!ppm!=!A2,6.!

!

RMN!31P!(CDCl3,!121!MHz),!δ!(ppm)!:!150,2!et!148,7.!

!

35&:& méthyl& 4]((3S)]3](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]3]((2R,3S,5R)]3]

(((2]cyanoéthoxy)(diisopropylamino)phosphanyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]

3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)propanamido)butanoate&

C47H60N5O11P,!901,98!g.molA1!

!

MS:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!924,3925![M+Na+]!(100%)!ppm!=!A1,9.!

!

RMN!31P!(CDCl3,!121!MHz),!δ!(ppm)!:!150,1!et!148,8.  
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II.2)&Les&nucléotides&fonctionnalisés&triazoles&
!
36&: 2-bromoéthyl pivalate 

!

C7H13BrO2,!209,08!g.molA1 

 

Le!bromoéthanol!commercial!(10!g,!5,67!mL,!8.10A2!mol)!est!dissout!dans!de!la!pyridine!

(50!mL)!préalablement!distillée!sur!KOH.!Le!système!est!placé!sous!atmosphère!inerte!

d’argon!et!refroidi!à!0°C!à!l’aide!d’un!bain!de!glace.!Au!mélange!est!ajouté!le!chlorure!de!

pivaloyle!(19,3!g,!0,16!mmol).!Cet!ajout!provoque!un!dégagement!d’acide!chlorhydrique.!

La!réaction!est!laissée!sous!agitation!pendant!12!heures!en!laissant!le!bain!de!glace!afin!

que! la! température!remonte!à! température!ambiante! lentement.!Le!milieu!réactionnel!

est!hydrolysé!par!ajout!de!glace,!et!laissé!sous!agitation!pendant!une!heure.!Ce!dernier!

est!ensuite!dilué!avec!du!dichlorométhane!et!lavé!avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!

NaHCO3!puis!plusieurs!fois!à! l’eau.!Les!phases!organiques!regroupées!sont!séchées!sur!

MgSO4!et!évaporées!à!sec.!11!g!d’un!liquide!incolore!sont!obtenus!avec!un!rendement!de!

63%!utilisés!tel!quel!dans!l’étape!qui!suit.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!4,39!(2H,!t,!JCH2BrACH2O!=!6,2!Hz,!CH2Br)!;!3,54!(2H,!t,!

JCH2OACH2Br!=!6,5!Hz,!CH2AO)!;!1,25!(9H,!s,!tBu).!

!

!

37&: 2-azidoéthyl pivalate&

&

C7H13N3O2,!171,20!g.molA1&

&

Le!composé!36! (2,26!g,!1,3!10A2!mol)!avec! l’azoture!de!sodium!(1!g,!1,5!10A2!mol)!sont!

solubilisés!dans!le!diméthylformamide!(5!mL).!Le!mélange!est!laissé!à!50!°C!pendant!12!

heures.!Le!milieu!réactionnel!est!ensuite!dilué!avec!de! l’éther!diéthylique!et! lavé!deux!

fois! avec!une! solution!aqueuse! saturée!de!NaHCO3,!deux! fois! avec!de! l’eau!distillée,! et!
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une!fois!avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!NaCl.!La!phase!organique!est!séchée!sur!

MgSO4!et!évaporée!à!sec.!Le!!produit!désiré!est!obtenu!avec!un!rendement!quantitatif.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!4,19!(2H,!t,!J!=!6,5!Hz,!CH2AO)!;!3,42!(2H,!t,!J!=!5,1!

Hz!;!CH2AN3)!;!1,20!(9H,!s,!tBu).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!178,2!(C=O)!;!63,3!(CH2AO)!;!4,9!(CH2AN3)!;!38,8!(Cq!

tBu)!;!27,1!(CH3!tBu).!

!

IR!(ATR)!:!ν!(cmA1)!1740,1!(C=O)!;!2103,7!(N3).!

!

!

38&: méthyl 3-azidopropanoate&

C4H7N3O2,!129,12!g.molA1!

!

L’azoture! de! sodium! (1,22! g,! 0,19! mmol)! est! solubilisé! dans! 20! mL! de!

diméthylformamide.! A! cette! solution! est! ajouté! le! 3Abromopropanoate! de! méthyle!

commercial! (1,12! g,! 6,71!mmol).! Le!milieu! réactionnel! est! chauffé! à! 50°C! pendant! 12!

heures.!Après! avoir! refroidit! le!milieu! réactionnel! à! température! ambiante! il! est!dilué!

avec!de!l’éther!diéthylique!et!lavé!trois!fois!à!l’eau!afin!d’éliminer!le!diméthylformamide,!

puis!séché!sur!MgSO4!et!évaporé!à!sec.!850!mg!de!produit!sont!récupérés,! sous! forme!

d’une!huile!jaune,!avec!un!rendement!quantitatif!sans!purification!ultérieure.!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!3,67!(3H,!s,!OMe)!;!3,53!(2H,!t,!JCH2NACH2O!=!6,5!Hz,!

CH2AN3)!;!2,53!(2H,!t,!JCH2OACH2N!=!6,5!Hz,!CH2AC=O).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!171,1!(C=O)!;!51,7!(CH3)!;!46,5!(CH2AN)!;!33,5!(CH2A

C).!

 

IR!(ATR)!:!ν!(cmA1)!1733,3!(C=0)!;!2107,5!(N3).!

39&:!Azoture&de&trifluorométhanesulfonyle&&

O

O

N3
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& CF3N3O2S!,!175,09!g.molA1!

&

L’azoture! de! sodium! (11,99! g,! 184! mmol)! est! solubilisé! dans! du! dichlorométhane!

anhydre!(30!mL).!Le!mélange!est!placé!dans!un!bain!de!glace!et!l’anhydride!triflique!(10!

g,!35!mmol)!est!additionné!à!froid!par!petites!portions.!Le!mélange!est!laissé!sous!forte!

agitation!à!température!ambiante!pendant!2!heures,!puis!le!produit!est!extrait!avec!du!

dichlorométhane! (2! x!25!mL)! et! lavé! à! l’eau!distillée! (1! x!25!mL).! Le! composé!39! est!

laissé!en!solution!dans!le!dichlorométhane!et!utilisé!tel!quel!pour!l’étape!suivante.!

 

 

40&:&5](2]azidoéthyl)]1H]imidazole&
&

 C5H7N5,!137,14g.molA1!

 

L’histamine!dihydrochlorée!(3,62!g,!19,6!mmol)!est!solubilisée!dans!du!méthanol!(120!

mL)!et!60!mL!d’eau!en!présence!de!K2CO3!(9,18g,!66,4!mmol)!et!de!CuSO4.5H2O!(49,4!mg,!

0,20! mmol).! La! solution! du! composé! 39! est! ajoutée! en! totalité! au! mélange!

précédemment! décrit.! La! réaction! est! laissée! sous! forte! agitation! à! température!

ambiante! durant! une! nuit.! Après! 16! heures! le! produit! est! extrait! avec! du!

dichlorométhane!puis!la!phase!organique!est!lavée!avec!une!solution!aqueuse!saturée!de!

Na2CO3!et!séchée!sur!MgSO4.!Le!brut!obtenu!est!purifié!sur!colonne!de!silice!en!éluant!

avec!un!gradient!acétate!d’éthyle!jusqu’à!acétate!d’éthyle!/!méthanol!70/30.!Le!produit!

40!est!obtenu!avec!un!rendement!de!94%.!
 

RMN!1H!(D2O,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,62!(1H,!s,!H2)!;!6,89!(1H,!s,!H4)!;!3,47!(2H,!t,!JH2’AH1’!=!

6,6!Hz,!H2’)!;!2,78!(2H,!t,!JH1’AH2’!=!6,6!Hz,!H1’).!

&

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!138,1![M+H+].!
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IR!(ATR)!:!ν!(cmA1)!2100,7!(N3).!

!

&

41a&et&41b&: (4-(2-azidoéthyl)-1H-imidazol-1-yl)méthyl pivalate et (5-(2-azidoéthyl)-1H-

imidazol-1-yl)méthyl pivalate 

 

! !C11H17N5O2,!251,28!g.molA1!

!

Le! composé! 40! (2,54! g,! 18,4! mmol)! ainsi! que! le! K2CO3! (8,10! g,! 0,59! mmol)! sont!

solubilisés! dans! du! ! dimétylformamide! (100! mL)! avant! d’ajouter! le! chlorure! de!

pivaloyloxyméthyle! (7! mL).! La! réaction! est! laissée! sous! agitation! magnétique! à!

température! ambiante! pendant! 12! heures.! Le! milieu! réactionnel! est! alors! filtré! et! le!

diméthylformamide! évaporé.! Le! produit! récupéré! est! solubilisé! dans! de! l’acétate!

d’éthyle,! lavé! à! l’eau!distillée! et! avec!une! solution! aqueuse! saturée!de!NaCl,! séché! sur!

MgSO4!et!évaporé!à!sec.!Le!brut!est!purifié!sur!colonne!de!silice!flash!en!éluant!avec!un!

gradient!acétate!d’éthyle/dichlorométhane!(20/80)!jusqu’à!100%!d’acétate!d’éthyle.!Le!

produit!attendu!est!récupéré!avec!un!rendement!quantitatif.!

 

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,40!(1H,!s,!H2)!;!6,73!(1H,!s,!H4)!;!5,60!(2H,!s,!H6)!;!

3,33!(2H,!t,!JH1’AH2’!=!6,8!Hz,!H1’)!;!2,61!(2H,!t,!JH2’AH1’!=!6,8!Hz,!H2’)!;!0,95!(9H,!s,!tBu).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!176,7!(C7)!;!138,6!(C3)!;!137,2!(C5)!;!116,0!(C4)!;!66,8!

(C6)!;!37,8!(C8)!;!27,2!(C2)!;!25,9!(C9).!

!

MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!252,1![M+H+].!

!

IR!(ATR)!:!ν!(cmA1)!1740,6!(C=O)!;!2102,5!(N3).!

!
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II.2.a)!Protocole!général!de!cyclo5addition!de!Huisgen!catalysée!par!du!cuivre!I!(CuAAC)!!
!
L’alcyne! 8a! est! solubilisé! dans! de! l’isopropanol! et! l’azoture! ainsi! que! l’ascorbate! de!

sodium! (300! mg,! 1,5mmol),! l’acétate! de! cuivre! et! l’eau! sont! ajoutés.! Le! milieu!

réactionnel!est!chauffé!à!80°C!pendant!une!heure,!puis!dilué!avec!de!l’acétate!d’éthyle.!

Après! lavages!avec!une!solution!d’EDTA!saturée! (4!x),!avec!de! l’eau! (3!x),! et!avec!une!

solution!saturée!de!NaCl!(1!x),!le!produit!est!séché!sur!MgSO4!et!évaporé!à!sec.!Les!bruts!!

sont!obtenus! très!propres,!avec!des!rendements!quantitatifs,!et! sont!utilisés! tels!quels!

dans!l’étape!suivante.!

&

Produit&

obtenu&

Nucléoside&

de&départ&

8a&

iPrOH& Azoture&

(quantité)&

Eau& Cu(OAc)4& Asc.Na&

42& 100!mg!

!1,93!mmol!

5!mL! 37,!50!mg,!

0,3!mmol!

5mL! 46!mg,!

2,3!mmol!

45!mg,!

2,3!mmol!

43& 100!mg!

!1,93!mmol!

5!mL! 38,!38!mg,!

0,3!mmol!

5mL! 46!mg,!

2,3!mmol!

45!mg,!

2,3!mmol!

44& 646,8!mg!

1,25!mmol!

30!mL! 41,!475!mg,!

1,88!mmol!

30!mL! 272!mg,!

1,5!mmol!

300!mg,!

1,5!mmol!

 

!

42:& 2](4](2]((2R,3S,5R)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]

3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)]2]hydroxyéthyl)]1H]1,2,3]

triazol]1]yl)éthyl&pivalate&

C36H47N5O7Si,!689,87!g.molA1&

&

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,33!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,68!(1H,!s,!H6)!;!7,60A7,33!

(11H,!Ph!et!H8’)!;!6,40!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,0!Hz!;!JH1’AH2’b!=!6,3!Hz,!H1’)!;!4,56!(2H,!m,!H10’)!;!
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4,50! (1H,!m,!H3’)! ;! 4,41! (2H,!m,!H11’)! ;! 3,87! (1H,! bs,!H4’)!;! 3,57! (1H,!m,!H5’)! ;! 2,78! (1H,!

partie!A!d’un!système!ABX(Y),!JH6’aAH6’b!=!15!Hz!;!JH6’aAH5’!=!9!Hz,!H6’a)!;!2,74!(1H,!partie!B!

d’un!système!ABX(Y),!JH6’bAH6’a!=!15!Hz!;!JH6’bAH5’!=!3!Hz,!H6’b)!;!2,17!(2H,!m,!H2’)!;!1,81!(3H,!

s,!Me7)!;!1,12!(9H,!s,!tBuAPiv)!;!1,04!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ! (ppm)! :!178,1!(C13’)! ;!164,3!(C4)! ;!150,8!(C2)! ;!145,2!(C7’)! ;!

137,4!(C6)!;!137,4!–!136,1!–!135,9!–!135,8!–!133,5!–!133!,2!–!130,2!–!128,0!(C!Ph)!;!122,54!

(C8’)! ;!111,1!(C5)! ;!89,6!(C4’)! ;!86,4! (C1’)! ;!75,1! (C3’)! ;!70,4!(C5’)! ;!62,4!(C11’)! ;!49,2!(C10’)! ;!

40,2!(C2’)!;!30,2!(C6’)!;!27,2!(tBuAPiv)!;!27,1!(tBuASi)!;!19,2!(Cq!tBu)!;!12,6!(C7).!!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!690,3321![M+H+]!(100%)!ppm!=!A0,3.!

!

!

43:& méthyl& 3](4](2]((2R,3S,5R)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]

dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)]2]hydroxyéthyl)]1H]

1,2,3]triazol]1]yl)propanoate&

 C33H41N5O7Si,!647,79!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,21!(1H,!s,!NH!base)!;!7,34A7,70!(12H,!m,!Ph,!H8’,!

H6)!;!6,42!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,2!Hz!;!JH1’AH2’a!=!6,0!Hz,!H1’)!;!5,59!(2H,!t,!JH10’AH11’!=!6,4!Hz,!

H10’)!;!4,52!(1H,!m,!H3’)!;!3,88!(1H,!m,!H4’)!;!3,57!(3H,!s,!H14’)!;!3,54!(1H,!m,!H5’)!;!2,86!(2H,!

t,!JH11’AH10’!=!6,4!Hz,!H11’)!;!2,62A2,67!(2H,!m,!H6’)!;!2,15A2,21!(2H,!m,!H2’)!;!1,83!(3H,!s,!Me7)!

;!1,06!(9H,!s,!tBuASi).!

 

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)! :!171,0!(C12’)! ;!164,0!(C4)! ;!150,6!(C7’)! ;!137,0!(C6)!;!

133,1A150,6!(C2AC7’)!;!135,7!–!133,1!–!130,0!–!127,9!–!124,8!–!122,7!(C!Ph!et!C8’)!;!110,9!

(C5)!;!89,5!(C4’)!;!86,2!(C1’)!;!75,0!(C3’)!;!70,3!(C5’)!;!52,2!(C14’)!;!45,4!(C10’)!;!40,1!(C2’)!;!29,9!

(C6’)!29,7!(C11’)!;!26,9!(tBuASi)!;!19,1!(Cq!tBuASi)!;!12,5!(C7).!

!
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MS!:!DCI!NH3!(m/z)!:!648,3![MAH+].!

!

!

44&:& (5](2](4](2]((2R,3S,5S)]3]((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)tétrahydrofuran]2]yl]

5]t)]2]hydroxyéthyl)]1H]1,2,3]triazol]1]yl)éthyl)]1H]imidazol]1]yl)méthyl&

pivalate&

C40H51N7O7Si,!769,96!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,59!(1H,!s,!NH!base)!;!7,71A7,35!(13H,!m,!Ph,!H16’,!

H8’!et!H6)!;!7,19!(1H,!s,!H14’)!;!6,43!(1H,!dd,!JH1’–H2’a!=!8,24!Hz!;!JH1’–H2’b!=!6,0Hz,!H1’)!;!5,74!

(2H,!s,!H17’)!;!4,64!(2H,!t,!JH11’–H10’!=!7,0!Hz,!H11’)!;!4,52!(1H,!m,!H3’)!;!3,89!(1H,!m,!H4’)!;!3,54!

(1H,!m,!H5’)!;!3,12!(2H,!t,!JH10’–H11’!=!7,0!Hz,!H10’)!;!2,56A2,86!(2H,!m,!H6’)!;!2,17(2H,!m,!H2’)!;!

1,85!(3H,!s,!Me7)!;!1,14!(9H,s,!tBuAPivOM)!;!1,07!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 75!MHz),! δ! (ppm)! :! 163,7! (C19’)!;! 150,6! (C4),! 144,7! (C2)!;! 133,7! (C7’)!;!

133,2!(C12’)!;!137,2!A!135,9!–!133,5!–!133,2!–!130,2!–!128,0!(C!Ph,!C6,!C8’,!C16’)!;!111,1!(C5)!;!

89,7! (C4’)!;! 86,3! (C1’)!;! 75,2! (C3’)!;! 70,6! (C5’)!;! 67,7! (C11’)!;! 49,7! (C17’)!;! 40,2! (C2’)!;! 30,1!

(C10’)!;!29,9!(C20’)!;!29,3!(C6’)!;!26,9!(tBuAPivOM)!;!19,2!(Cq!tBu)!;!12,6!(Me7).!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!770,4![M+H+].!

!
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I.2.b)!Protocole!général!de!protection!de!l’hydroxyle!en!position!5’!avec!le!chlorure!de!!
DMTr!(Etape!1)!et!déprotection!de!l’hydroxyle!en!position!3’!(Etape!2)!!
!

La!procédure!décrite!page!174!est!reproduite!à!l’identique!pour!obtenir!les!produits!46,!

49,!et!52.!!

!

!

! Etape&(1)& Etape&(2)& Rdt*!

(%)!Produit!

obtenu!

Nucléoside!

de!départ!

AgNO3!

(mg)!

(mmol)!

DMTrCl!

(mg)!

(mmol)!

Collidine! THF!

(mL)!

TBAF!

(mL)!

THF!

(mL)!

46& 42!

600!mg!

0,87!mmol!

493!

2,90!

983!

2,90!

1,4!mL!!

8,70!mmol!

25!

+!

5!

0,516! 60! 45!

49! 43!

500!mg!

0,79!mmol!

335!

1,97!

670!

1,97!

1,04!mL!

7,88!mmol!

22!

+!

5!

0,126! 10! !

46!

!

52& 44!

363!mg!

0,47!mmol&

200!

1,18!

400!

1,18!

0,571!mL!

4,71!mmol!

8!

+!

2!

0,97! 11! 72!

*global!sur!les!étapes!(1)!et!(2).!

Les!composés!45,!48!et!51!sont!les!produits!des!étapes!1.!

!

47!décrit!p.!214.!

50!décrit!p.!215.!
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45:&2](4](2](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]2]((2R,3S,5R)]3]((tert]

butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]

yl)tétrahydrofuran]2]yl)ethyl)]1H]1,2,3]triazol]1]yl)éthyl&pivalate&

C57H65N5O9Si,!992,24!g.molA1!

!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,72!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,90!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,0!Hz,!

H6)!;!7,47A7,15!(20H,!m,!Ph,!DMTr!et!H8’)!;!6,51!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!8,8!Hz!;!JH1’AH2’b!=!5,6!Hz,!

H1’)!;!4,47!(2H,!m,!H10’)!;!4,35!(3H,!m!,!H11’!et!H3’)!;!3,83!(1H,!m,!H4’)!;!3,78!et!3,77!(6H,!2s,!

OMe!DMTr)!;!3,64!(1H,!m,!H5’)!;!2,86!et!2,82!(2H,!protons!A!et!B!d’un!système!ABX(Y),!

JH6’aAH5’!=!11,1!Hz!;!JH6’aAH6’b!=!14,1!Hz!;!JH6’bAH5’!=!3,6!Hz,!H6’)!;!2,20!(2H,!m,!H2’)!;!1,71!(3H,!d,!

JMe7AH6!=!1,0!Hz,!Me7)!;!1,15!(9H,!s,!tBuAPiv)!;!0,91!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 75! MHz),! δ! (ppm)! :178,1! (C13’)!;! 163,9! (C2)!;! 158,9! et! 158,8! (Cq!

etHmetaDMTr)!;!150,5!(C4)!;!145,6!(C!Ph)!;!143,9!(C7’)!;!136,1!(C6)!;!135,7!–!135,2!–!133,3!–!

133,0!–!130,7!–!130,5!–!130,1!–!129,9!–!129,3!–!128,5!–!127,9!–!127,3!–!127,2!(C!Ph)!;!

122,4! (C8’)!;!135,2! (CmetaDMTr)!;!111,5! (C5)!;!87,8! (C4’)!;!84,6! (C1’)!;!74,9! (C3’)!;!74,4! (C5’)!;!

62,5! (C11’)!;! 60,6! (CqDMTr)!;! 55,4! (OMe! DMTr)!;! 49,1! (C10’)!;! 41,7! (C2’)!;! 29,9! (C6’)!;! 28,6!

(CqPiv)!;!27,2!(tBuPiv)!;!26,9!(tBuSi)!;!19,0!(CqtBuSi)!;!12,3!(Me7).!

!

MS!:!ESI!négatif!MeOH!(m/z)!:!991,5![MAH]A.!

!
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46:& 2](4](2](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]2]((2S,3S,5R)]3]hydroxy]5]

(5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)éthyl)]

1H]1,2,3]triazol]1]yl)éthyl&pivalate&

!

C41H47N5O9,!753,84!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,57!(1H,!s,!NH!base)!;!7,76!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,0!Hz,!

H6)!;!7,47A7,18!(9H,!m,!Ph!et!DMTr)!;!7,16!(1H,!s,!H8’)!;!6,80!(4H,!m,!HmetaDMTr)!;!6,27!(1H,!

dd,! JH1’AH2’a!=!7,3!Hz!;! JH1’AH2’b!=!6,5!Hz,!H1’)!;! 4,49! (2H,!m,!H10’)!;! 4,35! (2H,!m,!H11’)!;! 4,23!

(1H,!m,!H3’)!;!3,87!(1H,!m,!H5’)!;!3,75!et!3,74!(6H,!2s,!OMe!DMTr)!;!3,72!(1H,!m,!H4’)!;!2,76!

et!2,71!(2H,!partie!A!et!B!d’un!système!ABX(Y),!JH6’aAH6’b!=!14,4!Hz!;!JH6’bAH5’!=!2,7!Hz,!JH6’aAH5’!

=!9,0!Hz,!H6’)!;!2,23!(2H,!m,!H2’)!;!1,79!(3H,!d,!JMe7AH6!=!1,0!Hz,!Me7)!;!1,07!(9H,!s,!tBuAPiv).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 75! MHz),! δ! (ppm)! :! 178,21! (C13’)!;! 164,32! (C2)!;! 158,93! (CqMetaDMTr)!;!

150,65!(C4)!;!145,80!(C!Ph)!;!143,98!(C7’)!;!136,19!(C6)!;!136,4!–!136,2!–!130,6!–!128,5!–!

128,0! –! 127,3! (C!Ph)!;! 122,98! (C8’)!;! 113,33! (CmetaDMTr)!;! 111,36! (C5)!;! 87,47! (CqDMTr)!;!

87,15!(C4’)!;!84,28!(C1’)!;!73,61!(C5’)!;!71,63!(C3’)!;!62,36!(C10’)!;!55,39!(OMe!DMTr)!;!49,32!

(C11’)!;!40,79!(C2’)!;!27,99!(C6’)!;!27,17!(tBuAPiv)!;!12,50!(Me7).!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!776,3267![MANa+]!(100%)!ppm!=!A0,5.!

!

!
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48&:& méthyl& 3](4](2](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]2]((2R,3S,5R)]3]

((tert]butyldiphénylsilyl)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]

1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)éthyl)]1H]1,2,3]triazol]1]yl)propanoate&

C54H59N5O9Si,!950,16!g.molA1!

!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!7,93!(1H,!s,!NH!base)!;!7,18A7,48!(21H,!m,!Ph,!H8’,!

H6,!DMTr)! ;!6,74!(4H,!m,!DMTr)! ;!6,53!(1H,!dd,! JH1’AH2’a+=!8,9!Hz!;+JH1’AH2’b+=!6,1!Hz,!H1’)! ;!

4,53!(2H,!t,!JH10’AH11’+=!6,6!Hz,!H10’)!;!4,36!(1H,!m,!H3’)!;!3,90!(1H,!m,!H4’)!;!3,81!(6H,!s,!OMe!

DMTr)! ;!3,70! (3H,! s,!H14’)! ;!3,55A3,60! (1H,!m,!H5’)! ;!2,89! (2H,! t,! JH11’AH10’! =!6,5Hz,!H11’)! ;!

2,27A2,78!(2H,!m,!H6’)!;!2,08A2,21!(2H,!m,!H2’)!;!1,74!(3H,!s,!Me7)!;!0,95!(9H,!s,!tBuASi).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!171,9!(C12’)!;!164,6!(C4)!;!158,8A158,9!(CAO!DMTr)!;!

151,2! (C7’)! ;! 137,3! (C6)! ;! 133,1! (C2)! ;! 136,0! –!135,9! –!135,7! –!135,4! –!133,3! –!133,1! –!

130,6!–!130,5!–!130,0!–!129,8!–!128,4!–!127,9!–!127,3!(C!Ph,!C8’)!;!111,4!(C5)!;!87,73!(C4’)!;!

87,69! (CqDMTr)!;!84,6! (C1’)! ;!74,9! (C3’)! ;!74,5! (C5’)! ;!55,4! (OMe!DMTr)! ;!52,2! (C14’)! ;!45,3!

(C10’)!;!34,4!(C2’)!;!30,9!(C11’)!;!27,1!(C6’)!;!26,7!(CH3!tBu)!;!18,8!(Cq!tBuASi)!;!12,2!(Me7).!

!

MS!:!APCI!négative!MeOH!(m/z)!949,10![MAH]A.!

!
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49&:& méthyl 3-(4-(2-(bis(4-méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)-2-((2S,3S,5R)-3-hydroxy-5-

(5-méthyl-2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tétrahydrofuran-2-yl)éthyl)-1H-

1,2,3-triazol-1-yl)propanoate 

 C38H41N5O9,!711,76!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!9,50!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,73!(1H,!d,!JH6AMe7!=!1,1!Hz,!

H6)!;!7,46A7,8!(10H,!m,!Ph,!DMTr!et!H8’)!;!6,80!(4H,!m,!HmetaDMTr),!6,26!(1H,!dd,!JH1’AH2’a!=!

7,2!Hz!;!JH1’AH2’b!=!6,4!Hz,!H1’)!;!4,49!(2H,!t,!JH10’AH11’!=!6,4!Hz,!H10’)!;!4,23!(1H,!m,!H3’)!;!3,85!

(1H,! m,! H5’)!;! 3,76! (1H,! bs,! H4’)!;! 3,75! et! 3,74! (6H,! 2s,! OMe! DMTr)!;! 3,63! (3H,! s,! OMe!

ester)!;!2,86!(2H,!t,!JH11’AH10’!=!6,4!Hz,!H11’)!;!2,70!et!2,74!(2H,!protons!A!et!B!d’un!système!

ABX(Y),!JH6’aAH6’b!=!14,5!Hz!;!JH6’aAH5’!=!9,2!Hz!;!JH6’bAH5’!=!2,7!Hz,!H6’)!;!2,23!(2H,!m,!H2’)!;!1,79!

(3H,!d,!JMe7AH6!=!1,1!Hz,!Me7).!

!

RMN!13C! (CDCl3,!75!MHz),!δ! (ppm)! :!171,1! (C12’)!;!164,3! (C2)!;!159,0! (Cq!DMTr)!;!150,6!

(C4)!;!145,9!(C!Ph)!;!143,6!(C7’)!;!136,1!(C6)!;!136,4!–!136,3!–!136,1! !–! !130,6! A! !128,5!–!

128,0!–!127,2!–!123,5!–!121,4!(C!Ph)!;!123,5!(C8’)!;!113,3!(CHmetaDMTr)!;!87,4!(CqDMTr)!;!87,2!

(C4’)!;!84,2!(C1’)!;!73,6!(C5’)!;!71,5!(C3’)!;!55,4!(OMe!DMTr)!;!52,3!(OMe!ester)!;!45,5!(C10’)!;!

40,8!(C2’)!;!34,5!(C11’)!;!27,9!(C6’)!;!12,5!(Me7).!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!734,2802![M+Na+]!(100%)!ppm!=!0,5.!

!
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51&:&(5-(2-(4-(2-(bis(4-méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)-2-((2R,3S,5R)-3-((tert-

butyldiphénylsilyl)oxy)-5-(5-méthyl-2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-

yl)tétrahydrofuran-2-yl)éthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)éthyl)-1H-imidazol-1-yl)méthyl 

pivalate&

!

C61H69N7O9Si,!1072,33!g.molA1!

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!8,91!(1H,!s,!NH!base)!;!7,87!(1H,!s,!H6)!;!7,60A7,08!

(21H,!m,!Ph,!DMTr,!H14’!et!H16’)!;!6,82!(1H,!s,!H8’)!;!6,67!(4H,!m,!Hmeta!DMTr)!;!6,48!(1H,!

dd,! JH1’AH2’a!=!9,0!Hz!et! JH1’AH2’b!=!5,5!Hz,!H1’)!;!5,70!et!5,67!(2H,!système!AB,! JH17’aAH17’b!=!

10,8!Hz,!H17’)!;!4,52!(2H,!t,!JH10’AH11’!=!6,9!Hz,!H10’)!;!4,29!(1H,!m,!H3’)!;!3,83!(1H,!m,!H4’)!;!

3,75!et!3,74!(6H,!2s,!OMe!DMTr)!;!3,50!(1H,!m,!H5’)!;!3,02!(2H,!t,!JH11’AH10’!=!6,9!Hz,!H11’)!;!

2,78!(1H,!partie!A!d’un!système!ABX(Y),!JH6’aAH6’b!=!14,1!Hz!;!JH6’aAH5’!=!11,4!Hz,!H6’a)!;!2,74!

(1H,!partie!B!d’un!système!ABX(Y),!JH6’bAH6’a!=!14,1!Hz!;!JH6’bAH5’!=!3,3!Hz,!H6’b)!;!2,19!(2H,!m,!

H2’)!;1,73!(3H,!s,!Me7)!;!1,10!(9H,!s,!tBuASi)!;!0,89!(9H,!s,!tBuAPiv).!

!

RMN! 13C! (CDCl3,! 75!MHz),! δ! (ppm)! :! 163,9! (C4)!;! 158,9! (C19’)!;! 158,8! (CqDMTr)!;! 150,5!

(C2)!;!145,6!(Cq!Ph)!;!143,1!(Cq!Ph)!;!136,1!A!135,7!A!135,4!A!130,6!A!130,5!A!129,9!A!128,5!A!

128,0A127,9!A!127,3!A!122,1!A!113,2!(C!Ph,!C14’!et!C16’)!;!111,42!(C5)!;!87,8!(C4’)!;!87,7!(Cq!

DMTr)!;!84,61!(C1’)!;!74,9!(C5’)!;!74,6!(C3’)!;!67,8!(C17’)!;!55,4!(2!OMe!DMTr)!;!49,5!(C11’)!;!

41,7!(C2’)!;!29,4!(C12’)!;!28,6!(C6’)!;!27,0!(tBuAPiv)!;!26,9!(tBuASi).!

!

MS!:!ESI!MeOH!(m/z)!:!1072,5![M+H+].!

!

!

52&:&(5](2](4](2](bis(4]méthoxyphenyl)(phényl)méthoxy)]2]((2S,3S,5R)]3]

hydroxy]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]

2]yl)éthyl)]1H]1,2,3]triazol]1]yl)ethyl)]1H]imidazol]1]yl)méthyl&pivalate&
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&

C45H51N7O9,!833,93!g.molA1&

!

RMN!1H!(CDCl3,!300!MHz),!δ!(ppm)!:!10,25!(1H,!bs,!NH!base)!;!7,78!(1H,!s,!H6)!;!7,63!(1H,!

s,!H16’)!;!7,42A7,32!(9H,!m,!DMTr)!;!7,02!(1H,!s,!H8’)!;!6,77!(4H,!m,!Hmeta!DMTr)!;!6,66!(1H,!s,!

H13’)!;!6,28!(1H,!dd,! JH1’AH2’a!=!6,6!Hz!;! JH1’AH2’b!=!6,6!Hz,!H1’)!;!5,67!(2H,!système!AB,! JH17’aA

H17’b!=!18,3!Hz,!H17’)!;!4,54!(2H,!t,!JH10’AH11’!=!6,8!Hz,!H10’)!;!4,07!(1H,!m,!H3’)!;!3,75!(1H,!m,!

H5’)!;!3,74!et!3,73!(6H,!2s,!OMe!DMTr)!;!3,69!(1H,!bs,!H4’)!;!3,02!(2H,!t,!JH11’AH10’!=!6,8!Hz,!

H11’)!;!2,72!(2H,!m,!H6’)!;!2,25!(2H,!m,!H2’)!;!1,78!(3H,!s,!Me7)!;!1,08!(9H,!s,!tBuAPiv).!

!

RMN!13C!(CDCl3,!75!MHz),!δ!(ppm)!:!177,84!(C19’)!;!164,5!(C4)!;!158,9!(Cq!DMTr)!;!150,8!

(C2)!;!145,9!(Cq!Ph)!;!143,2!(C7’)!;!138,28!(Cq!Ph)!;!136,4!(C12’)!;!136,1!(C6)!;!130,6!A!128,5!A!

127,9!A!127,2!(C!Ph)!;!123,04!(C8’)!;!117,2!(C14’)!;!113,3!(Cmeta!DMTr)!;!11,3!(C5)!;!87,3!(C4’)!

;!84,2!(C1’)!;!73,9!(C5’)!;!67,8!(C3’)!;!67,8!(C17’)!;!55,4!(OMe!DMTr)!;!49,7!(C11’)!;!40,9!(C2’)!;!

38,8!(Cq!tBuAPiv)!;!29,2!(C10’)!;!28,0!(C6’)!;!26,91!(tBuAPiv)!;!12,49!(Me7).!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!856,3645![M+Na+]!(100%)!ppm!=!A0,1.!

! !
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II.2.c)!Protocole!général!de!formation!des!phosphoramidites!
&

La!procédure!décrite!page!180!est!reproduite!à!l’identique!pour!obtenir!les!produits!47,!

50!et!53.!

!

!

Produit&

obtenu&

Nucléoside&

de&départ&

THF& DIPEA& chlorophosphite& Rdt&

(%)&

47& 46,!291!mg,!

0,4!mmol!

3!mL! 267!μL,!

1,54!mmol!

182!mg,!

0,8!mmol!

44!

50& 49,!500!mg,!

0,7!mmol!

5!mL! 480!μL,!

2,81!mmol!

331!mg!,!

1,40!mmol!

94!

53& 52,!242,9!mg,!

0,3!mmol&

2!mL! 203!μL,!

1,71!mmol,!

140!mg!,!

5,93!10A1!mmol!

57!

!

!

47:& 2](4](2](bis(4]méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)]2]((2R,3S,5R)]3](((2]

cyanoéthoxy)(diisopropylamino)phosphino)oxy)]5](5]méthyl]2,4]dioxo]3,4]

dihydropyrimidin]1(2H)]yl)tétrahydrofuran]2]yl)éthyl)]1H]1,2,3]triazol]1]

yl)éthyl&pivalate&

C50H64N7O10P,!954,06!g.molA1!

!

!

RMN!31P!(CDCl3,!121!MHz),!δ!(ppm)!:!150,10!et!148,32.!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!976,4352![M+Na+]!(100%)!ppm!=!0,2.!

50&:&méthyl 3-(4-(2-(bis(4-méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)-2-((2R,3S,5R)-3-(((2-
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cyanoéthoxy)(diisopropylamino)phosphanyl)oxy)-5-(5-méthyl-2,4-dioxo-3,4-

dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tétrahydrofuran-2-yl)éthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-

yl)propanoate&

 C47H58N7O10P,!911,98!g.molA1 

!

RMN!31P!(CDCl3,!121!MHz),!δ!(ppm)!:!149,93,!148,33.!

!

MS!:!ESI!négative!MeOH!(m/z)!:!910,4![MAH]A.!

!

53:&(5-(2-(4-(2-(bis(4-méthoxyphényl)(phényl)méthoxy)-2-((2R,3S,5R)-3-(((2-

cyanoéthoxy)(diisopropylamino)phosphanyl)oxy)-5-(5-méthyl-2,4-dioxo-3,4-

dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tétrahydrofuran-2-yl)éthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)éthyl)-1H-

imidazol-1-yl)méthyl pivalate&

!

C54H68N9O10P,!1034,15!g.molA1!!

!

RMN!31P!(CDCl3,!121!MHz),!δ!(ppm)!:!149,95!et!148,19.!

!

MS!:!ESI!MeOH,!haute!résolution!(m/z)!:!1056,4703![M+Na+]!(100%)!ppm!=!A2,0.  
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III)&Oligonucléotides&
!

III.1)&Synthèse&&
!

Les! oligonucléotides! sont! préparés! selon! la! méthode! aux! phosphoramidites!

réalisées! avec! un! synthétiseur! PerSeptive! Biosystems! Expedite! 8900! ou! Applied! 394.!

Les!réactifs!proviennent!de!chez!Chemgenes.!Les!billes!de!CPG!(Control!Pore!Glasses)!de!

la!colonne!préchargée!en!nucléotides!ont!une!porosité!de!500!Å!et!l’échelle!de!synthèse!

est!de!1!μmol!ou!de!200!nmol.!

Le! décrochement! du! support! solide! de! l’oligonucléotide! et! sa! déprotection!

(élimination! des! groupements! protecteurs! présents! sur! les! bases! et! les!

phosphodiesters)! est! effectuée! à! 60°C! pendant! 30! minutes! dans! une! solution!

d’ammoniaque!concentrée/méthylamine!aqueuse!à!40%!1!:1!v/v!(AMA).!!

&
III.2)&Analyse&par&HPLC&en&phase&inverse&

!

Chaque!oligonucléotide!est!analysé!par!HPLC!analytique!en!phase!inverse!sur!une!

colonne! Waters! X! Bridge! OST! C18! ! 2,5! μm! (4,6! x! 50)! mm! avec! un! appareil! Waters!

Alliance!2695!et!un!détecteur!à!barrettes!de!diodes!(PDA)!waters!2996!à!260!nm.!Les!

analyses!ont!été!faites!à!une!température!de!40!°C!dans!les!conditions!suivantes!:!

!

Temps&(min)& Flux&(mL/min)! TEAA*&(%)! CH3CN&(%)!

0! 1,00! 95! 5!

15! 1,00! 80! 15!

16! 1,00! 95! 5!

*!TEAA!:!acétate!de!triéthylamine!0,05!M!pH!7,0.!

! !
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III.3)&Purification&par&HPLC&préparative&en&phase&inverse&
!

Les!échantillons!d’oligonucléotides!sont!dilués!dans!1!mL!d’eau!et!sont!injectés!en!

HPLC!préparative!par!fractions!de!150!μL!(pour!les!synthèse!en!1!μmol)!ou!300!μL!(pour!

les! synthèse! en! 200! nmol).! Le! système! est! constitué! d’une! pompe! waters! 2545!

(Quaternary! Gradient! Module),! d’un! détecteur! UV/visible! Waters! 2489! avec! une!

détection!à!260!nm,!sur!une!colonne!X!Bridge!OST!C18!2,5!μm!(10id!x!50)!mm.!L’élution!

est!réalisée!à!40!°C!dans!les!conditions!suivantes!:!

!

Temps&(min)& Flux&(mL/min)! TEAA*&(%)! CH3CN&(%)!

0! 1,00! 95! 5!

5! 1,00! 80! 20!

6! 1,00! 95! 5!

*!TEAA!:!acétate!de!triéthylamine!0,05!M!pH!7,0.!

!

Les!fractions!collectées!sont!contrôlées!en!HPLC!analytique!dans!les!mêmes!conditions!

que!précedemment.!

!

III.4)&Caractérisation&par&spectrométrie&de&masse&en&MALDIQTOF&
!

La!préparation!est!réalisée!selon!la!technique!de!la!goutte!séchée.!Les!séquences!

d’ADN!sont!déposées!(1μL!à!0,2!mM!ou!1!mM)!et!cristallisée!dans!1μL!de!matrice!HPA!

(25!mg! de! HPA,! 2,5!mg! de! tartrate! d’ammonium,! 500! μL! d’acétonitrile,! 500! μL! d’eau!

ultrafiltée).! L’analyse! est! faite! à! l’aide!d’un! spectromètre!MALDI!Micro!MX!micromass!

Waters!en!mode!réflectron!négatif,!avec!une!puissance!laser!à!280,!un!pulse!à!2300,!un!

détecteur!à!2300!et!une!suppression!à!1500.!!

!

III.5)&Dosage&par&spectrophotométrie&UV&

&
L’appareil! utilisé! est! un! spectrophotomètre! Varian! Cary! 300! Bio! à! effet! Peltier!

piloté! par! le! logitiel! CaryWinUV.! Les! mesures! pour! déterminer! la! concentration! des!
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simples!brins!sont!réalisées!à!90!°C!à!260!nm!avec!des!cuves!en!quartz!de!trajet!optique!

de!1!cm.!Les!coefficients!d’extinction!molaire! (ε)!utilisés! sont! ceux!des! séquences!non!

modifiées!(estimation!des!ε!obtenue!sur!le!site!www.idtdna.com,!tableau!ci!dessous).!

!

Noms& Séquences& ε&en&cm]1&mol]1&L&
wtS1! 5'AGCG!ACC!TAT!TGC!AAG!TGGA3'! 173600!

wtS2! 5'ACCA!CTT!GCA!TGT!GTG!TGC!CA3'! 167700!

wtS3! 5'AGGC!ACA!CAC!TTA!GGT!CGCA3'! 169500!

!

III.6)&Détermination&des&Tm&
&

Les! deux! brins! pour! les! duplex! ou! les! trois! brins! pour! les! jonctions! trois! voies!

sont!mélangés!en!quantités!équimolaires!dans!un!tampon!phosphate!(NaHPO4,!10!mM,!

pH! 7,0,! NaCl! 100! mM,! EDTA! 1! mM)! à! une! concentration! permettant! d’avoir! une!

absorbance!de!environ!1!DO.!Une!mesure!d’absorbance!est!effectuée!à!260!nm!à!90!°C!

pour! déterminer! la! concentration! à! l’aide! du!même! spectrophotomètre! et! des!mêmes!

cuves!que!pour!la!mesure!des!concentrations!des!simples!brins.!La!détermination!de!Tm!

est! effectuée! à! 260! nm! suivant! la! rampe! de! température! donnée! dans! le! tableau! ci!

dessous! (la! première! descente! de! température! permet! une! hybridation! optimale! des!

deux!brins)!:!

!

Température&

de&départ&(°C)&

Température&

d’arrivée&(°C)&

Progression&

(°C/min)&

Intervalle&de&

mesure&(°C)&

Temps&d’arrêt&

pour&la&

mesure&(min)&

90! 10!! 1!! 1!! 0,1!

10! 25!! 1!! 1!! 0,2!

25! 60! 0,5!! 0,5!! 0,2!!

60! 90! 1!! 1!! 0,1!!

Les!valeurs!des!Tm!sont!déterminées!par!le!logiciel!Carry.!

!

III.7)&Dichroïsme&circulaire&
!
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! Les!spectres!sont!enregistrés!sur!un!appareil!Jasco!JA815!CD!Spectrometer!couplé!

à!un!contrôleur!de! température! Jasco!PTCA4235/15!dans!une!cuve!en!quartz!de! trajet!

optique! de! 1! cm.! La! plage! de! longueur! d’onde! balayée! s’étend! de! 200! à! 320! nm.! La!

mesure! se! fait! à! 20°! C! par! paliers! avec! un! arrêt! de! 1! seconde! tous! les! 0,1! nm! pour!

permettre!la!mesure,!et!un!dédoublement!de!l’enregistrement!pour!obtenir!une!mesure!

moyenne!et! limiter! l’influence!du!bruit!de!fond.!Les!résultats!sont!présentés!en!Δε!par!

nucléotide! (différence! d’absorption! entre! la! lumière! polarisée! droite! et! gauche).! La!

résolution! des! mesures! est! de! Δε±0,2! cmA1MA1! (incertitude! sur! la! concentration! et!

précision!de!l’appareil)!avec!λ±0,1!nm!entre!200!et!250!nm!et!λ±0,3!nm!entre!250!et!320!

nm.!!

!

III.8)&Gel&natif&d’acrylamide&(PAGE)&
!

Les! oligonucléotides! (8! nmol! de! chaque! brin)! sont! solubilisés! dans! du! tampon!

phosphate! (10! nM,! Na2HPO4,! 100! nM!NaCl,! 1mM!EDTA,! pH! =! 7)! et! chauffée! à! 90! °C!

pendant! 10! minutes! puis! laissés! revenir! à! température! ambiante! lentement.! Les!

analyses! PAGE! sont! effectuées! sur! un! gel! de! polyacrylamide! à! 20%!

(acrylamide/bisacrylamide!29!:1)!en!utilisant!le!tampon!TBE!(Tris!Borate!EDTA)!1X!en!

tant! que! tampon! d’électrophorèse.! 20! mL! de! gel! sont! obtenus! en! mélangeant! de!

l’acrylamide! (29/1)! (10!mL),! du! tampon!TBE!10X! (2!mL),! du! persulfate! d’ammonium!

(20!mg!dans!200!μL),!TEMED!(tétraméthyléthylènediamine)!(4!μL)!et!eau!ultrafiltrée!(8!

mL).!Les!dépots!sont!constituées!de!4!μL!de!solution!contenant!les!oligonucléotides!et!2!

μL!de! colorant!xylène!cyanol!et! sont! laissés!migrer!pendant!3!heure!à!4! °C.!Le!gel! est!

révélé!sous!lampe!UV!à!254!nm!avec!une!plaque!CCM!pour!le!contraste!et!photographié.!!

! !
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III.9)&Procédure&de&cycloaddition&de&Huisgen&sur&les&oligonucléotides&&
#

Toutes!les!solutions!sont!préparées!en!utilisant!des!solvants!préalablement!dégazés!par!

un!flux!d’argon!pendant!20!minutes!(eau!ultrafiltrée,!méthanol!et!tampon!TEAA!(acétate!

de! triéthylammonium)! pH! =! 7,! 0,5! M).! Les! milieux! réactionnels! sont! préparés! afin!

d’obtenir! une! concentration! finale! en! oligonucléotide! de! 0,1! M! dans! un!mélange! eau!

ultrafiltrée/méthanol!50/50.!La!phase!aqueuse!est!constituée!de!1/5!de!tampon!TEAA.!

Les! azotures! sont! solubilisés! dans! le! méthanol.! Le! cuivre,! l’ascorbate! de! sodium! et!

l’oligonucleotide!sont!solubilisés!dans!l’eau.!Les!solutions!aqueuses!de!cuivre!(CuSO4)!et!

d’ascorbate!de!sodium!(NaAsc)!sont!fraichement!préparées!et!mélangées!entre!elles!(1!:!

1)!avant!d’être! introduites!dans! le!milieu! réactionnel.!Les!volumes! finaux! sont!ajustés!

par!ajout!de!méthanol,!tampon!et!eau!afin!d’obtenir!le!volume!final!souhaité!de!500!μL!.!!

!

Les! produits! obtenus! sont! analysés! et! purifiés! par! HPLC! selon! les!méthodes! décrites!

auparavant.!!

!

!



Résumé&
!
Ce! projet! porte! sur! la! synthèse! d’oligonucléotides! modifiés! décorés! par! des!
groupements! chimiques! rappelant! les! chaines! latérales! des! acides! aminés! impliqués!
dans!la!catalyse!enzymatique!des!protéases!à!sérine,!à!savoir!l’acide!aspartique!(Asp),!la!
sérine!(Ser)!et!l’histidine!(His)!afin!d’en!mimer!l’activité!protéolytique.!!
!
L’approche!synthétique!de!type!phosphoramidite!a!été!mise!en!oeuvre.!De!ce!fait!nous!
avons! synthétisé! des! phosphoramidites& fonctionnalisés! avec! une! fonction! acide!
carboxylique!rappelant!l’Asp,!une!fonction!hydroxyle!pour!la!Ser!ou!un!imidazole!pour!
l’His,! correctement! protégés! pour! être! ensuite! incorporés! au! sein! de! séquences!
oligonucléotidiques,! et! des! phosphoramidites! convertibles,! qui! portent! une! fonction!
chimique!réactive!permettant!une!conjugaison!post!synthèse!supportée!et!automatisée!
de! l’oligonucléotide.! Ces! deux! types! de! phosphoramidites! offrent! la! possibilité! de! les!
combiner!et!donc!d’obtenir!des!séquences!hautement!fonctionnalisées.!
!
Les! séquences! oligonucléotidiques! ont! été! choisies! afin! d’apporter! un! contrôle!
topologique! structurant.! Les! structures! secondaires! envisagées! sont! de! type! bulge,!
épingle!à!cheveux!et!jonction!trois!voies!car!stables!grâce!aux!appariements!Watson!et!
Crick!entre!les!bases!tout!en!ayant!une!flexibilité!importante!due!à!la!présence!de!bases!
non!appariées.!!
!
Les! travaux! présentés! dans! ce!manuscrit! décrivent! la! synthèse! des! phosphoramidites!
modifiés!ainsi!que! l’incorporation!du!nucléotide! convertible!de! type!alcyne!au! sein!de!
séquences! qui! ont! été! conjuguées! par! CuAAC,! et! qui! ont! permi! d’obtenir! une! jonction!
trois!voies!qui!a!été!caractérisée!par!dichroïsme!circulaire,!gel!de!polyacrylamide!et!par!
dénaturation!thermique.!
!
!
Summary&
!
We!are! interested! in! the!synthesis!of!modified!oligonucleotides!decorated!by!chemical!
fonctions! mimicking! the! amino! acids! side! chains! involved! in! enzymatic! catalysis! of!
serine!proteases,!acid!aspartic!(Asp),!serine!(Ser)!and!histidine!(His),!in!order!to!mimic!
proteolytic!activity.!!
!
The! phosphoramidite! synthetic! approach! was! choosen.! We! synthesised!
functionnalized!phosphoramidites!bearing!either!a!carboxylic!acid!function!reminding!
Asp,! a! hydroxyle! function! for! Ser! or! an! imidazole! for!His! properly! protected! for! their!
incorporation! in! oligonucleotides! sequences,! and! convertible! phosphoramidites,!
bearing!a!reactive!function!that!permits!a!conjugation!post!automated!oligonucleotides!
solid!phase!synthesis.!
!
Oligonucleotides! sequences! have! been! choosen! in! order! to! have! a! perfect! structural!
control.!The!envisaged!secondary!structures!are!bulge,!hairpin!and!three!way! junction!
because! of! their! stability,! thanks! to!Watson! et! Crick! base! pairing,! and! their! flexibility!
thanks!to!the!unpaired!bases.!!
!
The!work!presented!here!regards!the!synthesis!of!modified!phosphoramidites!and!their!
incorporation!of!the!convertible!alkyne!in!sequences!then!conjugated!by!CuAAC!reaction!
to!form!a!three!way!junction!whose!stability!and!physicoQchemical!behavior!have!been!
evaluated.!


