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A) Les acides ribonucléiques

1) Structure chimique des ARN
Les acides ribonucléiqgues (ARN) sont des macromolécules formées par une succession
d’'unités nucléotidiques. Chaque nucléotide est composé d’'un sucre (ribose) relié par une
liaison N-glycosidique a une base hétérocyclique de type purine (A, G) ou pyrimidine (T, U)
(Figure 1 A et B). lIs sont reliés entre eux par des liaisons phosphodiesters entre les positions
5 et 3’ du ribose.

Extrémité 5' 0 Extrémité 5' o

o NfNH ¢ o N NH G
Lo % o 4
3 07ﬁ70 <N ‘ N/)\ 07(‘2‘70 < ‘ /)\

\
A) Nucléotide N/go o N/go
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Wq NH, A NH, A
| e g
N SN SN : N /) N N/J
X2 L0 oy " °
N N/) N '
' O OH o
Base de type Base de type . N o
purine pyrimidine Extrémité 3 Extrémité 3
B) Base C) ARN D) ADN

Figure 1 : A)Structure d’un nucléotide, B) Structure des bases nucléiques, C) Structure chimique de '’ARN, D)
Structure chimique de '’ADN

Chimiqguement trés proches des ADN (acide désoxyribonucléique), les ARN se différencient
en deux points (Figure 1 C et D) : 1) la structure de 'ARN comporte une nucléobase de type
uracile alors que chez 'ADN il s’agit d’'une thymine, 2) 'ARN est constitué de riboses
contrairement a 'ADN qui est constitué de 2’-désoxyriboses. Du fait de la présence d’un
groupement hydroxyle en position 2’ du ribose, les ARN sont plus instables chimiquement. En
milieu basique, I'attaque intramoléculaire de I'oxygéne en position 2’ sur 'atome de phosphore

du lien phosphodiester peut entrainer son hydrolyse.

Les ARN se présentent généralement sous la forme d’un simple brin linéaire (structure
primaire). Des appariements internes via des liaisons hydrogénes conduisent & des structures
secondaires. On parle alors de structure en tige-boucle lorsque les interactions se forment aux

extrémités de 'ARN et «d’épingles a cheveux» si elles ont lieu en interne. L’enchevétrement



de ces structures simples conduit & des structures tridimensionnelles complexes composées

d’une alternance de régions appariées et de simple brin (Figure 2).

Structure primaire

Structure secondaire

Structure tertiaire

Figure 2 : Structures de ’ARNt https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-arn-97/

Les ARN interviennent dans différents processus biologiques au sein de la cellule. Chez les
eucaryotes, leur principale fonction est la syntheése de protéines.! Au cours de ce processus,
un brin d’ADN matrice est transcrit en ARN messagers (ARNm) par les enzymes ARN
polymérases. Puis I'étape de traduction est assurée au niveau du ribosome en présence
d’ARN de transfert (ARNt) chargé a son extrémité avec les acides aminés correspondants. Le
ribosome, constitué d’ARN (ARNr) et de protéines, catalyse alors I'ajout de l'acide aminé
correspondant au polypeptide en croissance, par formation d’un lien peptidique.? Au-dela de
leur implication dans la synthése protéique, les ARN sont également considérés comme des
catalyseurs biologiques,® et participent a la régulation de phénomenes épigénétiques.* Chez
les procaryotes, les ARNt interviennent dans la biosynthese du peptidoglycane bactérien en
tant que donneur d’acides aminés. Chez les virus tels que la Dengue, Ebola ou le SARS-CoV-
2, 'ARN constitue le matériel génétique et code pour de nombreuses protéines qui permettent

au virus de se protéger et de se reproduire (par réplication d’ARN).® Enfin, des ARN appelés

1 Meister, G. ChemBioChem, 2011, 12, 2699-2700.

2 Rodnina, M. V., Wintermeyer, W. Curr Opin Struct Biol. 2003, 13,334-340.

3 Lilley, D. M. Phil. Trans. R. Soc. B. 2011, 366, 2910-2917.

4 Holoch, D., Moazed, D. Nat. Rev. Genet. 2015, 16, 71-84.

5 Shannon. A., Selisko. B., Le, N., Huchting, J., Touret, F., Piorkowski, G., Fattorini, V., Ferron, F., Decroly, E.,
Meier, C., Coutard, B., Peersen, O., Canard, B. Nat commun. 2020, 11, 4682-4691.



ARN non codant (ncARN) ont plus récemment été découverts et il a été démontré qu’ils avaient

un role primordial dans la régulation de nombreux processus biologiques.®

Afin d’étudier ces ARN et leur réle dans différents mécanismes biologiques, mais aussi pour
les utiliser en thérapie (ARN anti-sens par exemple), il est essentiel de pouvoir synthétiser et
parfois modifier chimiquement ces biomolécules. La synthése d’ARN repose sur 2 stratégies :
1) une voie biochimique faisant intervenir des enzymes tels que des ARN polymérases ou des
ligases et 2) une voie chimique par synthése sur support solide basée sur la chimie des

phosphoramidites.

2) Stratégies de synthése des ARN
)] Voie biochimique

a) Transcription in vitro par des ARN polymérases

Les ARN polymérases sont des protéines qui catalysent la transcription d’'un ARN a partir d’'un
brin ’ADN complémentaire au brin a synthétiser (ADN matrice). La synthése in vitro d’ARN
repose sur l'utilisation d’'un systéme bactériophage composé d’'une polymérase et de sa
séquence promotrice spécifique. La stratégie consiste a intégrer le brin d’ADN matrice en aval
de la séquence promotrice.” Aprées s’étre fixé a cette derniére, la polymérase parcourt le brin
matrice dans le sens 3’-5’ en présence de ribonucléosides triphosphates et synthétise le brin

d’ARN complémentaire dont la taille peut varier de 30 a 10* nucléotides (Schéma 1).8

Matrice

VAVAN :
3 07210
5-/\/\0, Base 2 o Base 1
ARN polymérase
poly + PPi
HO OH 9 OH
OfF":O
° Base 2
HO OH

Schéma 1 : Synthese d’ARN par '’ARN polymérase.

6a) Cheng, J., Kapranov, P., Drenkow, J., Dike, S., Brubaker, S., Patel, S., Long, J., Stern, D., Tammana, H., Helt,
G., Sementchenko, V., Piccolboni, A., Bekiranov, S., Bailey, D. K., Ganesh, M., Ghosh, S., Bell, I., Gerhard, D.,
Gingeras, T. R. Science, 2005, 308, 1149-1154; b) The ENCODE Project Consortium, Nature, 2007, 447, 799-816.
7 Krieg, P. A., Melton, D. A. Methods In Enzymolgy. 1987, 155, 397-415.

8 Beckert, B., Masquida, B. Methods in Molecular Biology. 2010, 703, 29-41.



b) Ligation enzymatique

Une seconde méthode biochimique repose sur l'utilisation de ligase. La T4RNA ligase par
exemple catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre un oligonucléotide donneur
phosphorylé en position 5’ et un oligonucléotide accepteur possédant une extrémité 3’-OH
(Schéma 2).° Cette méthodologie convient particulierement a I'némisynthése d’ARN dans
laquelle de courts oligonucléotides phosphorylés en position 5’ (minimum 2-nt) sont liés a des
séquences d’ARN de tailles variables. Plusieurs ARN portant des modifications en position 2’

ou 3’ du ribose terminale ont été synthétisés par cette méthode au laboratoire.*°

extrémité 5'

9
'0-P-0

o

T4RNA
RNA ligase o
+ 0=P-0
OH ATP AMP
extrémité 3'

Schéma 2 : Syntheése d’ARN par LA T4RNA ligase

ii) Voie chimique : Synthése d’ARN sur support solide (SPS)

La synthése d’oligonucléotides sur support solide repose sur une méthode de couplage
utilisant la chimie des phosphoramidites. Développée par Beaucage et Caruthers en 1981,
elle a d’abord été appliquée a la synthése en solution de courts fragments d’oligonucléotides
par formation d’'une liaison 3’-5’ phosphodiester entre un nucléoside 3’-phosphoramidite et un
deuxiéme nucléoside 5 OH. Une optimisation des conditions initiales a permis d’adapter cette
stratégie a la synthese automatique sur support solide (SPS). Chaque cycle de synthese
comprend plusieurs étapes et permet I'ajout séquentiel de nucléoside de I'extrémité 3’ vers
I'extrémité 5’ terminale avec d’excellents rendements (Schéma 3).1? Les positions 5’-OH et 2'-
OH des nucléosides mise en jeu lors de cette stratégie doivent étre protégés, ainsi que les

amines exocycliques des base nucléiques, A, G et C.

1- Une premiére étape consiste en la déprotection de I'hydroxyle en position 5’ du premier

nucléoside lié au support solide en présence d’une solution de TCA.

9 Englend, T., Uhlenbeck, O. Nature. 275, 560-561.

10 santarem, M., Fonvielle, M., Sakkas, N., Laisné, G., Chemama, M., Herbeuval, J., Braud, E., Arthur, M., Ethéve-
Quelquejeu, M. Bioorg Med Chem. 2014, 24, 3231-3233.

11 Beaucage, S. L., Caruthers, M. H. Tetrahedron. 1981, 22, 1859-1862.

12 Caruthers, M. H. Acc Chem Res. 1991, 24, 278-284.



2- Puis le nucléoside, comportant une fonction phosphoramidite est ajouté, aprés avoir
été préalablement activé en présence d’un activateur (du tétrazole par exemple).
L’attaque du groupement 5-OH du premier nucléoside lié au support solide sur le
nucléoside activé conduit a la formation d’un intermédiaire « phosphite triester ». Apres
cette étape de couplage, une étape de capping est nécessaire afin d’éviter que les
nucléoside 5’-OH n’ayant pas réagis n’interviennent dans un couplage ultérieur. Pour
cela, la position 5’-OH est acétylé en présence d’'une solution d’anhydride acétique et
de N-methylimidazole.

3- Une étape d'oxydation en présence d'une solution composée d'un mélange
I./H,O/pyridine permet la formation de la liaison phosphotriester.

4- La détritylation du groupement hydroxyle a I'extrémité 5’-terminale qui peut alors réagir
avec le nucléoside phosphoramidite suivant.

5- Une derniére étape de décrochage du support et de déprotection permet d’accéder a

I'oligonucléotide final.

DMTrO

Base n+1
DMTrO. o Base 1 o

o oGP
O OGP NC P.
~"07 ONiPr,

o DMTrO o
o H B +1 Base n
Base n o_rasen \( o

of 0 2-Couplage ; ? o k ?
HNO O OGP 9 OGP O OGP

) it o
o NC ° o Base n o

\k/ in-Q Tg HN—Q)
1-Détritylation O OGP

o Capping
(o]

4- Prochain cycle HN 3-Oxydation
HO HO
B +1
T o ase n W o Base n+1 DMTrOT o Base n+1
O OH 5- Clivage et O OGP
b déprotection | © ocp
0-P=0 0-P=0 0-P=0
o B /—/ 6 /—/ (‘)7
T o ase n NC W o Base n NC Base n
4- Detritylation o Ocp
0 o
(o] (o]
HN—Q) HN—Q)

Schéma 3 :Synthese d’ARN sur support solide
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B) Différentes approches pour la fonctionnalisation d’ARN

Du fait du développement croissant de la biologie des ARN et de leurs récents intéréts
thérapeutiques, avec notamment la découverte des ribozymes?® et des ARN interférents,'* des
méthodes de modification chimique d’ARN ont été développées ces derniéres années.'>1®
L’introduction d’un groupement sur un ARN peut étre réalisé selon deux approches dites pré-
et post-synthétiques (Schéma 4).

1) L’approche pré-synthétique

Lors de cette approche, un groupement d’intérét est introduit avant I'étape d’oligomérisation;
cette étape pouvant s’effectuer par synthése sur support solide ou par méthodes
enzymatiques via des polymérases ou des ligases. Cette stratégie de pré-fonctionnalisation
nécessite 'emploi d’'une grande quantité de monomere fonctionnalisé et conduit souvent a une
modification des conditions standards de couplage utilisées pour la synthése sur support
solide.'” De plus, l'incorporation de groupements encombrants s’accompagne souvent d’une
diminution de [lefficacité des réactions de couplage. Concernant les méthodes
d’oligomérisation enzymatiques, la spécificité des enzymes peut étre affectée par la présence
d’'une sonde. Dans le cas des polymérases, les monomeéres comportant la sonde doivent étre
triphosphorylés ce qui peut s’avérer compliqué a synthétiser. Dans le cas des ligases, il est

nécessaire de passer par la synthése de dinucléotides.

13 Yu, M., Ojwang, J., Yamada, O., Hampel, A., Rapapport, J., Looney, D., Wong-Staal, F. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 1993, 90, 6340-6344.

14 3) Fire, A., Xu, S., Montgomery, M. K., Kostas, S. A,, Driver, S. E., Mello, G. C. Nature. 1998, 391, 806-811; b)
Tuschl, T. ChemBioChem. 2001, 2, 239-245.

15 Edwards, T. E., Sigurdsson, S. T. Modified RNAs as Tools in RNA Biochemistry, in Handbook of RNA
Biochemistry: Second, Completely Revised and Enlarged Edition. 2014, 112-129, (eds R. K. Hartmann, A. Bindereif,
A. Schon and E. Westhof).

16 Arthur, M. and Etheve-Quelquejeu, M. (2015) Covalent Organic Functionalization of Nucleic Acids, in Chemistry
of Organo-Hybrids: Synthesis and Characterization of Functional Nano-Objects (eds B. Charleux, C. Copéret and
E. Lacdte), John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, NJ, USA.

17 Malakhov, A. D., Malakhova, E. V., Kuznitsova, S. V., Grechichnikova, I. V., Prokhorenko, I. A., Skorobogatyi, M.
V., Korshun, V. A., Berlin, Y. A. Russ. J. Bioorg. Chem. 2000, 26, 34-44.
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Schéma 4 : Fonctionnalisation d’ARN selon une approche pré-synthétique

2) L’approche post-synthétique

L’approche post-synthétique permet d’introduire un groupement d’intérét aprés formation de
'ARN. Dans ce cas, une fonction chimique est introduite préalablement sur un monomere
nucléosidique. Il s’agit souvent d’'un simple hétéroatome, d’'une amine primaire, d’un thiol, ou
d’un groupement azoture. Une fois I'oligomeére formé (par SPS, par action de polymérases ou
par ligation enzymatique), la sonde est introduite sur 'ARN par une méthode de
fonctionnalisation efficace et compatible avec la nature et la structure de I'acide nucléique via
la réactivité spécifique de cette nouvelle fonction chimique. La méthodologie de synthése
choisie doit étre chimiosélective vis-a-vis des fonctions présentent de fagon naturelle sur ’ARN

et compatible avec un milieu aqueux et une gamme de pH relativement restreinte (Schéma 5).

(o}
Base Base
\kOJ Modification chimique \koj

d \x OH Post-fonctionnalisation g0 ‘)H
X : Fonction chimique

Schéma 5 : Fonctionnalisation d’ARN selon une approche post-synthétique
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C) Les réactions de bioconjugaison appliquées a la modification d’ARN

Comme nous 'avons vu précédemment, le nombre croissant d'’ARN non codants nouvellement
découverts et I'implication de ces ARN dans le domaine de I'épigénétique, augmentent la
nécessité d'explorer et de comprendre leurs roles spécifiques dans les cellules. Ces dernieres
années, des approches chimiques avancées ont émergé pour aborder les questions liées a la
biologie des ARN. Ces avancées comprennent de nouveaux outils de synthése et de
marquage d'ARN en phase solide.’®* De nombreuses fonctionnalisations d’ARN ont tout
d’abord été basées sur des méthodes impliquant la formation de lien covalent via des fonctions
amines, thiols ou acide carboxyliqgues!® dont je ne parlerai pas dans cette partie
bibliographique. Je me focaliserai sur des méthodes mettant en jeu des réactions de
bioconjugaison, pour la plupart, bioorthogonales, permettant de modifier spécifiquement
différents sites d’'un ARN.2° Nous verrons dans un premier temps les réactions métallo-
catalysées et les réactions de cycloadditions contraintes. J'aborderai aussi les réactions
dissociatives, la fonctionnalisation par des dérivés diazo, les réactions photocatalysées et je
finirai par un paragraphe spécifique présentant les méthodes de modifications des ARN, par

I'introduction de liens amides.

1) Réactions métallo-catalysées

Les réactions métallo-catalysées ont trouvé une application évidente pour la modification des
biomolécules du fait des conditions douces dans lesquels elles peuvent étre effectuées. Pour
leur application dans la modification d’ARN, il a notamment fallu mettre au point des
catalyseurs solubles en milieu aqueux (pour les réactions de types Suzuki-Miyaura ou de
Stille), ou trouver des additifs pour éviter la dégradation des ARN par les métaux (dans le cas
par exemple de la cycloaddition de Huisgen-Sharpless). Comme nous lavons dit
précédemment, pour chacune de ces réactions, l'introduction d’'un groupement chimique
orthogonal est nécessaire. Une fonction azido, pour effectuer les réactions de cycloaddition

de Huisgen-Sharpless ou une base nucléique halogénée pour les réactions de couplage

18 Caruthers, M. H. Biochem Soc Trans. 2011, 39, 572-580.

19 Arthur, M. and Etheve-Quelquejeu, M. (2015) Covalent Organic Functionalization of Nucleic Acids, in Chemistry
of Organo-Hybrids: Synthesis and Characterization of Functional Nano-Objects (eds B. Charleux, C. Copéret and
E. Lacéte), John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, NJ, USA.

20 Klocker, N., Weissenboeck, F. P., Rentmeister, A. Chem. Soc. Rev. 2020, 49, 8749-8773.
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catalysée au Pd. Ces modifications peuvent se situer sur ribose, sur la base nucléique ou sur
la liaison phosphodiester, mais également en position 3’ terminale, 5’-terminale ou en position
interne de l'oligonucléotide. Ces réactions permettent d’introduire des liens spécifiques entre
I'oligonucéotide et la sonde, via différentes fonctions (triazole, liaison Carbone-Carbone...). Je
décrirai ici, de facon non-exhaustive des exemples de ces réactions utilisées pour modifier

spécifiguement les ARN.

i) Cycloadditions azoture-alcyne catalysées par le cuivre(l)
En 2002, les groupes de Sharpless?! et Meldal®? ont mis au point des conditions permettant la
formation de triazoles 1-4 a partir d’azoture et d’alcyne en présence de Cu(l), on parlera alors

de CUAAC (Schéma 6), et classifiée comme étant une réaction de type « Chimie click ».

- [Cul] _le/

—N; + — N=N

ta

Schéma 6 : Réaction de cycloaddition de Huisgen-Sharples- Meldal,

Faisant intervenir deux fonctions orthogonales de petite taille qui peuvent étre incorporées au
sein de biomolécules sans altérer leur structure et leur fonction, la CUAAC a été appliquée a

la bioconjugaison de nombreuses biomolécules.

Dés les années 2000, la CUAAC a été appliquée avec succés a la fonctionnalisation d’ADN.23
La présence de cuivre comme catalyseur, était d'abord un probléme car il provoque la
dégradation de I'oligonucléotide. Ce probléeme a été résolu en utilisant un ligand stabilisant le
Cu()?* tel que la tris (benzyltriazolylméthyl) amine (TBTA) ou la tris [(1-hydroxypropyl-1H-
1,2,3-triazol-4-yle) méthyl] amine (THPTA). Les premiers exemples de fonctionnalisation
d’oligonucléotide par la CuUAAC impliquaient des alcyne-oligonucléotides®® car les fonctions
alcynes sont compatibles avec les réactions impliquées dans la SPS, contrairement a
I‘azoture. En ce qui concerne l'utilisation de cette réaction sur des ARN, en 2011, I'équipe de

Das, a montré qu’en présence de co-solvant tel que I'acétonitrile, il était possible d’accéder

21 Kolb, H. C., Finn, M. G., Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021.

22 Tornge, C. W., Christensen, C., Meldal, M. J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064.

23 a) El-Sagheer, A. F., Brown, T. Chem Soc. Rev. 2010, 39, 1388-1405. b) Gramlich, P. M. E., Wirges, C. T.,
Manetto, A., Carell, T. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8350-8358.

24 a) Chan, T. R., Hilgraf, R., Sharpless, K. B., Fokin, V. V. Org. Lett. 2004, 6, 2853-2855. b) Besanceney-Webler,
C., Jiang, H., Zheng, T. Q., Feng, L., del Amo, D. S., Wang, W., Klivansky, L. M., Marlow, F. L., Y. Liu, Y., Wu, P.
Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 8051-8056.

25 @) Jao, C. Y., Salic, A. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2008, 105, 15779-15784. b) Jayaprakash, K. N., Peng, C. G.,
Butler, D., Varghese, J. P., Maier, M. A., Rajeev, K. G., Manoharan, M. Org. Lett. 2010, 12, 5410-5413. c) Motorin,
Y., Burhenne, J., Teimer, R., Koynov, K., Willnow, S., Weinhold, E., Helm, M. Nucleic Acids Res. 2011, 39, 1943-
1952.d) Yamada, T., Peng, C. G., Matsuda, S., Addepalli, H., Jayaprakash, K. N., Alam, M. R., Mills, K., Maier, M.
A., Charisse, K., Sekine, M., Manoharan, M., and Rajeev, K. G. J. Org. Chem. 2011, 76, 1198-1211.
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aux produits de cycloaddition avec de bons rendements.?® Cette méthodologie a été appliquée
en 2012 par le groupe de Micura pour la fonctionnalisation d’'un siRNA de 27 nucléotides. Il a
ainsi introduit un motif fluorophore (F545) en position interne, a partir d'un azido-
oligonucléotide, en présence de CuSO, et d'ascorbate de sodium dans un mélange
H.O/MeCN (Schéma 7).27

N~ SO0 N
o CuSO0y,, Sodium Ascorbate o
+

(o] N N
3 — O HN o H20/MeCN N \
o / N M
3 (o]
3

Schéma 7 : Fonctionnalisation de siRNA par la réaction de CUAAC

Dans cet exemple, il montre la possibilité d’introduction de la fonction azido dans le fragment
d’ARN en position interne en combinant la chimie des phophoramidites et du chlorophenyl
phosphate. En effet, la fonction azoture, n’étant pas compatible avec la fonction
phosphoramidite, en présence de laquelle elle peut étre réduite en amine. La synthése via la
SPS doit étre adaptée, une partie du brin d’ARN a tout d’abord été obtenue classiquement par
la SPS, la synthése est ensuite interrompue a I'étape de détritylation et un couplage manuel a
un nucléoside 2’-azido 3’-O-chlorophenyl phosphate en présence de mésitylénesulfonyl 3-
nitro-1,2,4 triazolide (MSNT) est effectué. Aprés une étape de « capping » I'élongation du brin

est poursuivie par SPS (Schéma 8).

26 paredes, E., Das, S. R. ChemBioChem. 2011, 12, 125-131.
27 Fauster, K., Hartl, M., Santner, T., Aigner, M., Kreutz, C., Bister, K., Ennifar, E., Micura, R. ACS Chem. Biol.
2012, 7, 581-589.
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Schéma 8 : Synthése de siRNA portant un azoture en position interne

Cet exemple montre que la modification 2’-azido d’'un nucléotide en position interne permet

le marquage d’un ARN de fagon efficace et versatile.

Un autre exemple décrit en 2012, a été reporté par notre équipe, ou la CUAAC est appliquée

a la synthése d’'un conjugué peptidyl-ARN pour l'étude structurale d’enzymes de type

transférases.?® Pour cela, un ARN-2'-N3 de 24-nucléotides a été mis en présence d’'un

précurseur peptidigue comportant un motif alcyne. La cycloaddition est alors réalisée dans

'eau en présence de CuSO, et d’ascorbate de sodium. L’ajout du ligand THPTA permet ici

d’assurer la stabilité du cuivre () et d’éviter la dégradation de 'ARN au cours de la réaction

(Schéma 9). L'azoture a été introduit via la synthése d’un 2’-azido dinucléotide phosphorylé

en position 5’ qui a lui-méme été engagé dans une ligation enzymatique catalysée par la

T4RNA ligase avec une micro hélice d’ARN de 22-nt.

28 Fonvielle, M., Mellal, D., Patin, D., Lecerf, M., Blanot, D., Bouhss, A., Santarem, M., Mengin-Lecreux, D.,

Sollogoub, M., Arthur, M., Ethéve-Quelquejeu, M. Chem. Eur. J. 2012. 4, 1357-1363.
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Schéma 9 : Application de la CUAAC pour la synthese d’un conjugué peptidyl-ARN

Depuis, de nombreux exemples ont montré I'utilité de cette réaction de CUAAC pour modifier
des ARN, elle est efficace et biocompatible et a permis aussi d’effectuer des modifications
chimiques d’ARN dans un environnement cellulaire?® On peut mentionner aussi, le fait que
des marquages chimiques post-transcriptionnels sont développés actuellement pour introduire
les groupements alcyne ou azido et permettre la fonctionnalisation de trés longs ARN par la
CUAAC.%0

ii) Couplage de Suzuki-Miyaura
Le couplage de Suzuki-Miyaura est une réaction pallado-catalysée permettant la création
d’une liaison carbone-carbone a partir d’'un dérivé halogéné et d’'un acide boronique (Schéma
10).

HO lPdI
USRS aUaUs
HO Suzuki-Miyaura

Schéma 10 : Couplage de Suzuki-Miyaura

29 Gang, D., Harijan, D., Wagenknecht, H-A., RSC Chem. Biol. 2020, 1, 86-97.
30 a) George, T. J., Srivatsan, S. Methods. 2017, 102, 28-38. b) Anh&user, A., Rentmeister, A. Curr. Opin.
Biotechnol. 2017, 48, 69-76.
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Initialement décrit en 2009 par le groupe de Davis pour la fonctionnalisation d’ADN,%! le
couplage de Suzuki-Miyaura a été récemment utilisé par le groupe de Srivastan pour la
modification post-transcriptionelle d’ARN.%? Le développement d’un systéme catalytique basé
sur l'utilisation du ligand (DM)ADHP a permis de réaliser le couplage dans des conditions
douces (37 °C, pH = 8.5) (Schéma 11). Dans ces conditions, différents motifs d’intéréts
(biotine, fluorophore, dérivés hétérocycliques) ont été couplés a un ARN 10-nt avec des
rendements compris entre 28% et 80%. Les ARN iodés substrats de la réaction ont été

obtenus par incorporation de la 5-iodo-uridine triphosphate via des polymérisations

enzymatiques.
R:
NO, o]
_N HN//<
o] o} o _ 0 NH
R-B, R N
| NH o] | NH HN s,
° N/&O ° N/go b
o Tris-HCI (pH 8.5) o 28% 28%
o A\ N\ /
o OH 37°C,6-12 h d OH s .
e 30% 80%
Pd(OAc) zN‘ N y
.
NaOMONa @[\>—§ N
R,= H ou CH, (o] o
32% 62%
(DM) ADHP

Schéma 11 : Couplage de Suzuki-Miyaura appliqué a la fonctionnalisation ’ARN

Cette méthode de marquage direct constitue un outil puissant pour la fonctionnalisation et
I'étude des ARN, permettant la création de liaison carbone-carbone stable a partir de 5’-iodo-

uridine facilement accessible.
i) Couplage de Stille

Le couplage de Stille permet la formation de liaisons carbone-carbone par catalyse au

palladium en présence de dérivés stannylés et de composés halogénés® (Schéma 12).

31 a) Chalker, J. M., Wood, C. S. C., Davis, B. G. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 16346-1634. b) Lercher, L.,
McGouran, J. F., Kessler, B. M., Schofield, C. J., Davis, B. G. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 10553-10558.

32 Walunj, M. B., Tanpure, A. A., Srivastan, S. G. Nucleic Acids Research. 2018, 11, e65.

33 Stille, J. K. Angew. Chem. Int. Ed.1986, 25, 508-524. b) Diederich, F., Stang, P. Metal-Catalyzed Cross-Coupling
Reactions; Wiley-VCH: Weinheim, 1998. c) Farina, V. The Stille reaction; J. Wiley: New York, 1998.
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Schéma 12 : Couplage de Stille

Le groupe de Engels I'a appliqué a la post fonctionnalisation d’ARN sur support solide.® Le
couplage de Stille a été réalisé sur des ARN iodés de tailles variables (5 a 12-nt) obtenus par
SPS a partir de 2-iodo adénosine et de 5-iodo uridine. Avant I'étape de déprotection et de
décrochage du support solide, ces derniers ont été mis en présence de différents dérivés
stannylés et dun systéme catalytique basé sur [I'emploi de catalyseur tris
(dibenzylidieneacetone) dipalladium (0) (Pdz(dba)s) et d’'une phosphine P(furyl); dans le DMF
a 60 °C (Schéma 13).

0o 0o
1
| NH | NH
) PN ) PN
N [o] N [o] s s
o Pd,(dba), P(furyl); o] R o ) \
+ (R-Sn(Bu); R 7 N N N
DMF, 60 °C
O OGP O OGP

Schéma 13 : Couplage de Stille appliqué a la fonctionnalisation d’ARN

Nous avons vu a travers ces exemples que I'utilisation de métaux était compatible avec la
nature des ARN. Cependant, dans certains cas (in cellulo ou in vivo par exemple), la présence
de cuivre par exemple peut étre problématique. L’utilisation de cycloaddition contrainte peut

alors étre une alternative intéressante.

34 Wicke, L., Engels, J. W. Bioconjugate Chem. 2012, 23, 627-642.
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2) Cycloadditions contraintes
i) Les cycloadditions azoture/alcyne contraintes (SPAAC)

La cycloaddition contrainte de type SPAAC repose sur une réaction entre un azoture et un
alcyne contraint dont la réactivité est accrue par la tension générée par le cycle (angle 158°,

nature des substituants) et permet ainsi de s’affranchir de I'utilisation de cuivre (Schéma 14).

_N3 ’ O
N SPAAC X

Schéma 14 : SPAAC

Son utilisation en bioconjugaison a été initiée par le groupe de Bertozzi,> pour le marquage
sélectif de surfaces cellulaires.®® En 2014, le groupe de Seitz a décrit la synthése de conjugués
peptide-oligonucléotide anti-sens par cette réaction de SPAAC, en créant un lien covalent
entre le peptide portant I'alcyne contraint et un siRNA (14-nt) fonctionnalisé par un azoture.®’
Les rendements sont compris entre 68 et 84% selon la nature du peptide et du siRNA

impliqués dans la réaction (Schéma 15).

NN-O0
0/( :) N o
H A 0 |
NH >\*0
N3 — o ‘ /& peptide—NH
\I" v
o Tampon TEAA, pH 7.5

O OH MeCN/H,0
0=P-0 68%-84%

. e
\/\’ Peptide/NH o:ejo

Schéma 15 : Synthese de conjugués ARN-peptides par SPAAC

35 Agard, N. J., Prescher, J. A. Bertozzi, C. R. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 15046-15047.

36 Jewett, J. C., Sletten, E. M., Bertozzi, C. R. J. Am.Chem.Soc. 2010, 132, 3688-3690.
37 a) Abendroth, F., Seitz, O.Angew. Chem. Int. Ed.2014,53, 10504-10509. b) Di Pisa, M., Seitz, O.
ChemMedChem. 2017, 12, 872-882.
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Le groupe de Wang s’est intéressé en 2015 au marquage spécifique d’ARNt par la réaction
de SPAAC.*® Leur méthodologie repose sur l'intervention d’une synthétase afin d’introduire
des analogues modifiés d’agmatine portant une fonction azoture sur une cytidine (en position
C34) de I'ARN. Ces azido-ARNt de 76-nt ont ensuite été incubés en présence d’un fluorophore
(BCN-FITC) dans un tampon Tris (pH 7.4), a 37 °C pendant 30 min. Le produit de cycloaddition
a pu étre mis en évidence par analyse de gels de fluorescence (Schéma 16).

NH, NH %
2 NH, o
| 0 | H B H
o A N e
o N o NsJkN/\/\/NHz o N)\N/\/\/ N ONs o o N)\N/\/\/NY\N
H o H o o H o \
c34 C34 —_— c34 N
O OH ATP O OH Tampon Tris, pH 7.4 0 OH
Tias( Synthét g i
ias( Synthétase) 37°C, 30 min ;ﬁ% Flurophore BCN-FITC

Schéma 16 : Acces a des ARN fluorescents par SPAAC

Le développement de cyclooctynes plus stables et présentant une meilleure solubilité en milieu

physiologique a permis l'utilisation de la SPAAC in vivo.

En 2016, le groupe de Srivatsan a réalisé le marquage d’ARN cellulaire aprés une mise au
point des conditions de la cycloaddition in vitro. *® Pour cela, les azido-ARN ont été obtenus
par polymérisation enzymatique en présence d’azido-uridine triphosphate puis mis en
présence de cyclooctynes substituées par des groupements biotinylé ou fluorescent a 37 °C
pendant 1 h. Les ARN modifiés ont été obtenu avec des rendement compris entre 56% et 83%
en fonction de la position de l'azoture sur la séquence d’ARN (Schéma 17). Cette
méthodologie a été ensuite appliquée au marquage de 'ARN cellulaire. L’incubation des
cellules en présence d’azido-uridine triphosphate suivit d’'un traitement avec un cyclooctyne
substitué par un fluorophore a permis la visualisation de cellules fluorescentes. A travers cette
étude, le groupe de Srivatsan a prouvé le potentiel de la réaction de SPAAC en bioconjugaison

mais également en tant qu’outils d’imagerie et de marquage in vivo.

38 Lj, F., Dong, J., Hu, X., Li, W. G. J., Shen, J., Tian, H., Wang, J. Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 1-7.
3% Sawant, A. A., Tanpure, A. A., Mukherjee, P. P., Athavale, S., Kelkar, A., Galande, S., Srivatsan, S. G. Nucleic
Acids Research. 2016, 44, el6.
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Schémal? : Marquage d’ARN par la réaction de SPAAC

i) Les cycloadditions a demande électronique inverse entre des tétrazines et des
alcenes tendus (IEDDA)

En 1959, le groupe de Lindsey a décrit pour la premiéere fois une réaction de Diels-Alders a
demande électronique inverse (IEDDA), en réalisant une cycloaddition [4+2] entre une
tétrazine (jouant le réle du diéne pauvre en électrons) et un diénophile (riche en électrons). 4°
Contrairement & une cycloaddition de Diels-Alder classique, la IEDDA fait intervenir la HOMO
du dienophile qui réagit avec la LUMO du diéne.*! Afin de contrbler la vitesse de la réaction, il
est possible de fonctionnaliser la tétrazine par ajout de groupements électroattracteurs ce qui
a pour conséquence d’abaisser la LUMO et ainsi de réduire I'écart énergétique avec l'orbitale
HOMO du diénophile. Différents diénophiles ont été étudiés en IEDDA, ainsi les alcénes
contraints de type trans-cycloocténe (TCO), norboréne ou encore les alcynes contraints tels
gue les cyclooctynes se révélent étre des partenaires de choix. Considérée comme la réaction
de bioconjugaison la plus rapide avec une constante de vitesse de I'ordre de 10® M2, s elle

a connu un véritable succés pour la fonctionnalisation de biomolécules (Schéma 18).

40 Carboni, R. A,, Lindsey R.V. J. Am. Chem. Soc. 1959, 81, 4342-4346.
41 Qliveira, B. L., Guo, Z., Bernardes, G. J. L. Chem. Soc. Rev. 2017, 46, 4895-4950.
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Schéma 18 : Mécanisme de la réaction de Diels-Alder a demande électronique inverse

En 2014, Royzen et son équipe se sont intéressés au marquage d’ARN par cette méthode
d’IEDDA.*? Ces derniers ont décrit une approche générale pour le marquage de brins d’ARN
en utilisant des précurseurs bio-orthogonaux : une cytidine sur laquelle un groupement TCO a
été introduit en position 5 via un linker et une tétrazine fonctionnalisée par une fluorescéine.
La cycloaddition entre ces ARN-TCO (33-nt) et une tétrazine liée a une fluorescéine a été
réalisée dans un tampon ammonium acétate a 37 °C a I'abri de la lumiére pendant 30 min
(Schéma 19). L’analyse de la réaction par spectrométrie de masse a réveélé la formation du
produit de cycloaddition avec un taux de conversion de 60%. Ce taux de conversion peut
s’expliquer par une isomérisation du TCO en cis-cycloocténe au cours de la purification par
gel SDS-PAGE car ce dernier est chauffé a 90 °C en présence d’urée. L’accés a un ARN
substitué par un motif TCO a été réalisé par incorporation d’une cytidine modifiée au sein de
la séquence par polymérisation enzymatique. Dans ce cas, 'introduction du groupement TCO
en position 5 d’'une cytidine triphosphate ne perturbe pas la reconnaissance du nucléotide par

I'ARN polymérase qui incorpore efficacement I'analogue a un brin d’ARN transcrit.

42 Asare-Okai, P. N., Agustin, E., Fabris, D., Royzen, M. Chem. Commun. 2014, 50, 7844-7847.
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Schéma 19 : Marquage d’ARN par une fluorescéine via une réaction de IEDDA

L’emploi de cyclooctyne comme partenaire de cycloaddition a aussi été utilisé par le groupe
de Jaschke pour accéder a des conjugués peptidyl-ARN.*3 Divers nucléosides diénophiles ont
été incorporé par la T7 polymérase en position 5’-terminal de 'ARN (19-nt). Ces derniers ont
par la suite réagi avec des peptides modifiés sur lesquels une tétrazine a été incorporée
(Schéma 20). La réaction de cycloaddition a été réalisée dans un milieu aqueux dans des
conditions steechiométriques et les peptides-ARN purifiés par LC-MS ont été obtenu avec des

taux de conversion gquantitatifs.
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Schéma 20 : Synthese de conjugués Peptide-ARN obtenus par réaction IEDDA

43 Ameta, S., Becker, J., Jaschke, A. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 4701-4707.
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En 2015, I'équipe de Kath-Schorr a décrit une voie d’acces a des ARN fonctionnalisés par une
sonde (fluorophore ou biotine) par réaction entre un ARN (30-nt) substitué par un motif
norbornéne et une tétrazine.** L’incorporation du motif norbornéne en position interne de TARN
a été réalisé par polymérisation. En effet ce motif s’est révélé instable dans les conditions de
synthése par SPS (Schéma 21). Les ARN substitués par un ou plusieurs groupements
norbornenes ont ensuite été incubés en présence de tétrazine pendant 1h a température
ambiante dans I'eau permettant d’accéder aux produits de cycloaddition avec des rendements

compris entre 50% et 84% en fonction de '’ARN et du groupement porté par la tétrazine.

Lomei ﬁi&\\

\
o N/N o \

HZO ta,1h

a 50%-86% a

<<X vert oregon 488, Biotine

Schéma 21 : Réactivité d’'un ARN norbornéne en présence d’une sonde tétrazine

Ces exemples récents montrent l'efficacité de cette chimie des tétrazines pour la
fonctionnalisation des ARN. Cependant, le lien qui est créé entre I'oligonucléotide et la sonde
est volumineux et peut dans certains cas géner I’hybridation ou I'interaction des ARN avec leur
partenaire protéique dans certains processus biologiques. On peut noter aussi la difficulté de
synthése des motifs tétrazines, extrémement réactif et des cycloocténes qui peuvent parfois

s’'isomériser.

3) Réactions dissociatives

Le concept de réaction dissociative fait référence a une transformation chimique qui se produit
au méme moment qu’une liaison se rompt, entrainant ainsi la libération d’'une molécule
«démasquée» (Schéma 22). Cette transformation peut étre induite par I'action d’'un stimuli
chimique, environnemental (pH, milieu oxydant ou réducteur), enzymatiques ou

photochimiques.*®

44 Domnick, C., Eggert, F., Kath-Schorr, S. Chem. Commun. 2015, 51, 8253-8256.
45 Debart, F., Dupouy, C., Vasseur, J. J. Beilstein J Org Chem. 2018, 14, 436-469.
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Schéma 22 : Exemple d’une réaction dissociative. En orange : représentation schématique d’une biomolécule.

Une étude menée par le groupe de Kool en 2009 a conduit au développement d’'une nouvelle
stratégie pour la détection d’ARN (in vitro et in vivo) basée sur la réduction de Staudinger
utilisant ce concept de réaction dissociative.*® Pour cela, un ARN polyfonctionnel a été
substitué en deux points : 1) une sonde fluorescente jouant le réle de quencheur, reliée via un
lien azido-éther a I'ARN 2) un fluorophore dont la fluorescence est initialement
« quenchée ».Cet ARN est mis en présence d’un brin d’ADN complémentaire sur lequel a été
greffée une triphenylphosphine. L’appariement des deux brins ARN/ADN entraine une la
réduction de I'azido par la phosphine qui conduit & la formation d’'un hémiaminal qui va aussitét
conduire au relargage d’un aldéhyde portant le fluorophore quencheur. Cela va alors restaurer

la fluorescence du second fluorophore et ainsi permettre la détection de ’ARN (Schema 23).
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Schéma 23 : Sonde basée sur une réaction de Staudinger dissociative

46 Franzini, R. M., Kool, E. T. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 16021-16023.
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L’utilisation de réactions dissociatives a récemment été étudiée par le groupe de Royzen pour
la mise au point d'une méthode de purification d’ARN synthétisé sur SPS.%” Pour cela, une
uridine phophoramidite substituée en position 5 par un groupement TCO, via un lien
carbamate clivable, a été synthétisée et incorporée au cours du dernier cycle de synthése par
SPS. Le brin d’ARN synthétisé peut alors étre isolé en réagissant avec une tétrazine greffé sur
'agarose. La réaction de dissociation est réalisée instantanément dans I'eau par contre 5 h
d’incubation a température ambiante ont été nécessaire pour libérer TARN (21-nt) (Schéma
24).
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Schéma 24 : Réaction dissociative induite par IEDDA permettant le relargage de ’ARN

En 2017, ce méme groupe a décrit un exemple d’activation chimique basé sur une réaction de
IEDDA entre un TCO et une tétrazine pour I'activation de siRNA.*® Au cours de ce travail, les
auteurs ont décrit la synthése d’un siRNA (22-nt) inactif greffé sur une nanoparticule. La
formation de la liaison covalente de type carbamate entre I'extrémité 5’ du siRNA et un motif
cycloocténe constitue un lien permettant de libérer un siRNA actif sous I'action d’'une réaction

de cycloaddition en présence de tétrazine (Schéma 25).

47 Augustin, A., Asare Okai, P. N., Khan, I., Miller, M. R., Wang, R., Sheng, J., Royzen, M. Chem. Commun. 2016,
52, 1405-1408.
48 Khan, I., Seebald, L. M., Robertson, N. M., Yigit, M. V., Royzen, M. Chem. Sci. 2017, 8, 5705-5712.
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Schéma 25 : Acces a des siARN actif par IEDDA

Les réactions dissociatives sont de bons outils permettant le contréle temporaire de I'activité
des ARN. Cette approche permet de s’affranchir des limites de l'utilisation des oligonucléotides
en tant que molécules active tels que les probléemes d’instabilité dans les milieux intra et

extracellulaire ou la perméabilité cellulaire et tissulaire.

4) Fonctionnalisation par des dérivés diazo

Afin de post-fonctionnaliser I'extrémité 5’ des ARN a des fins analytiques et thérapeutiques,
I'équipe de Zécri s’est intéressée a la réactivité des composés diazo.*® En conditions
physiologiques I'acidité des protons portés par le phosphate a I'extrémité 5’ de ’ARN permet
I'activation du dérivé diazo sous la forme diazonium. Cette espéce électrophile réagit ensuite
avec le phosphate nucléophile pour conduire a la formation d’'un lien phosphodiester a
lextrémité 5’ de '’ARN (21-nt). La réaction a été réalisée dans un tampon MES a pH 7 avec
10% de solvant organigue nécessaire a la solubilisation du dérivé diazo. Dans ces conditions,
I'extrémité 5’ terminale de 'ARN a été modifié par une biotine avec un taux de conversion de
95% (Schéema 26).

49 Gampe, C. M., Hollis-Symynkywicz, M., Zécri, F. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 55, 10283-10286.
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Schéma 26 : Fonctionnalisation d’ARN par des composés diazo

5) Réactions photocatalysées

Depuis quelques années, un intérét croissant est porté aux réactions photocatalysées pour la
fonctionnalisation d’acides nucléiques.®® Ces réactions apparaissent aujourd’hui comme des
outils intéressants car elles s’effectuent dans des conditions douces compatibles avec la
nature de ces biomolécules. L’'emploi de photocatalyseur a base d’iridium,>! de nickel®? ou

encore de ruthénium a récemment permis la modification d’ADN par création de liaison C-C.

Fin 2020, les groupes de Gaunt et Balasubramanian ont décrit le premier exemple de réaction
redox photocatalysée pour la détection de N6-méthyladenosine (m®A) d’ARN en ciblant la
liaison C(sp3)-H du groupement méthyle.*® Bien qu’essentiellement basée sur la détection de
la méthylation en position N6 des désoxyadénosines de 'ADN (N°mdA), leurs travaux

recensent un exemple appliqué a une courte séquence d’ARN (13-nt).

50 Koo, B., Yoo, H., Choi, H. J., Kim, M., Kim, C., Kim, K. T. Molecules 2021, 26, 556-580.
51 a) Poplata, S., Troster, A., Zou, Y.Q., Bach, T. Chem. Rev. 2016, 116, 9748-9815; b) Lei, T., Zhou, C., Wei, X.Z.,

Yang, B., Chen, B.; Tung, C.H.;,Wu, L.Z. Chem. Eur. J. 2019, 25, 879-884; c) Kolmel, D.K., Loach, R.P., Knauber,
T., Flanagan, M.E. ChemMedChem 2018, 13, 2159-2165; d) Kolmel, D.K., Meng, J., Tsai, M.H., Que, J.,Loach,
R.P., Knauber, T., Wan, J., Flanagan, M.E. ACS Comb. Sci. 2019, 21, 588-597; €) Kolmel, D.K., Ratnayake, A.S.,
Flanagan, M.E., Tsai, M.H., Duan, C., Song, C. Org. Lett. 2020, 22, 2908-2913.

52 @) Zuo, Z., Ahneman, D.T.,Chu, L., Terrett, J.A., Doyle, A.G., MacMillan, D.W. Science 2014, 345, 437-440; b)
Ruff, Y., Martinez, R., Pelle, X., Nimsgern, P., Fille, P.; Ratnikov, M., Berst, F. ACS Comb. Sci. 2020, 22, 120-128;
c¢) Phelan, J.P., Lang, S.B., Sim, J., Berritt, S., Peat, A.J.;,Billings, K., Fan, L., Molander, G.A. J. Am. Chem. Soc.
2019, 141, 3723-3732; d) Badir, S.0., Sim, J., Billings, K., Csakai, A., Zhang, X., Dong, W., Molander, G.A. Org.
Lett. 2020, 22, 1046-1051.

53 Nappi, M., Hofer, A., Balasubramanian, S., Gaunt, M, J. J. Am. Chem. Soc. 2020, 142, 21484-21492.
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Schéma 27 : Réaction de « photoconjugaison » pour la fonctionnalisation d’ARN

Leur méthodologie repose sur la combinaison de deux systémes réactionnels composés d’'un
oxydant (la nitropyridine), d’'un réducteur (la quinuclidine), d’'un photocatalyseur a base de
ruthénium ([Ru(phen)s]Clz) et d’'une source lumineuse (lampe CFL 60 W). Tout d’abord, la
réduction de la nitropyrine en présence du complexe photoactivé *[Ru (II)(Phen)s] et du
réducteur permet de générer un radical anion nitrosopyridine et le radical cation dérivant de la
quinuclidine. D’autre part I'abstraction d’'un proton au niveau du groupement méthyle de la m®A
permet de générer une espéce radicalaire. Cette derniére peut alors réagir rapidement avec
la nitrosopyridine et conduire a un conjugué hydroxyformamide stable avec un rendement de
5% (Schéma 27). Cette réaction est impressionnante en terme de chimioselectivité et pourra
certainement permettre un meilleur séquencage de ces modifications m®A qui ont une
importance majeure dans la chimie des ARN (voir chapitre 1V). Cet exemple montre une fois
encore l'intérét d’appliquer des méthodologies originales et récentes a la modification de ces

biomolécules.

6) Ligations chimiques
i)  Le couplage peptidique

En 2010, le groupe de Micura a décrit la synthése d’analogues d’amino-acyl ARNt non
hydrolysables via la formation d’'un lien amide stable par post-fonctionnalisation (Schéma
28).%* Pour cela, un ARN-3-azido a été synthétisé par SPS a partir d'une 3’-azido-adénosine
fixée sur support solide. L’ARN obtenu a ensuite été soumis a des conditions réductrices en
présence de TCEP dans un tampon Tris.HCI a pH 8 afin d’accéder a un analogue ARN-3’-NH
avec un rendement de 98%. Une étape de couplage peptidique a ensuite été réalisée en

présence d'une méthionine formamide activée par un groupement para-nitrophénol

54 Steger, J., Graber, D., Moroder, H., Geiermann, A.-S., Aigner, M., Micura, R. Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49,
7470-7472.
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(fMetOPfp). Ce couplage a permis de conduire a la formation d’un analogue stable d’ARNt

présentant un lien amide avec un rendement de 94%.

F F
Ho NH
NH, NH, o NI 2
N N Y : o F <N N

SN SN H ~ F o |l
0 </N ) 0 </N ) o =

o N TCEP ) N SMe
Tris.HCI (pH 8), 24 h, 20 °C Tris. HCI (pH 8), DMSO/H,0 O._NH OH
N; OH H,N OH . ) o
98% 37 °C, 45 min )L ’
97% NT —\
H H SMe

Schéma 28 : Fonctionnalisation d’ARN par couplage peptidique

Cette réaction de réduction d’azido en amine via le TCEP a été utilisée par notre équipe et a
permis aussi de mettre en place une méthode de post-fonctionnalisation originale d’ARN

faisant intervenir un lien squaramide.>®

i) La ligation chimique native

Développée par Kent en 1994 dans le but de synthétiser de longs peptides,® la ligation native
(NCL) met en jeu un thioester porté a I'extrémité C-terminale d’'un premier peptide et une
cystéine a l'extrémité N-terminale d'un second peptide.®” Une premiére étape de
thioesterification réversible conduit a la formation d’'un intermédiaire thioester pouvant se

réarranger de facon irréversible pour former la liaison amide (Schéma 29).
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Schéma 29 : Ligation Chimique Native (NCL)

Cette réaction chimio- et régio-selective peut donc étre utilisée pour la ligation de peptides

totalement déprotégés mais également dans des réactions de bioconjugaison pour la

55 Fonvielle, M., Sakkas, N., lannazzo, L., Le Fournis, C., Patin, D., Mengin-Lecreux, D., EI-Sagheer, A., Braud, E.,
Cardon, S., Brown, T., Arthur, M., Etheve-Quelquejeu, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 13553-13557

56 Dawson, P. E., Muir, T. W., Clark-Lewis, I., Kent, S. B. Science. 1994, 266, 776-779.
57 Wieland, T., Bokelmann, E., Bauer, L., Lang, H. U., Lau, H., Justus Liebigs Ann. Chem. 1953, 583, 129-149.

31



modification de biomolécules. Un exemple de synthése de conjugués 3’-peptidyl ARN par NCL
a été rapporté en 2011 par le groupe de Micura.>® Pour cela, une cystéine a été préalablement
introduite par couplage peptidique sur un ARN 3’-NH-, La ligation a ensuite été réalisée dans
un tampon phosphate a pH=7.5 en présence de TCEP afin de libérer la cystéine in situ et 2%
de thiophénol. L’ajout de DTT au milieu réactionnel est nécessaire afin d'éviter
I'homodimérisation des ARN. Dans ces conditions, les produits de ligation ont été obtenus
avec des rendements compris entre 24% et 72% selon la séquence de '’ARN et la nature du

peptide (Schéma 30).
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Schéma 30 : Post-fonctionnalisation d’ARN par ligation chimique native

i) La ligation de Staudinger

La ligation de Staudinger a été développée en 2000 par I'équipe de Bertozzi.>® Cette réaction
s’inspire de la réduction d’'un azoture en amine primaire en présence de triphénylphosphine
(réduction de Staudinger) rapportée par Staudinger et Meyer.®° La ligation de Staudinger est
basée sur la réactivité de l'intermédiaire iminophosphorane formé au cours de la premiére
étape de la réaction en présence de phosphine. La présence d’'un groupement ester en ortho
du phosphore sur 'un des groupements phényles permet de piéger l'iminophosphorane et

conduit a la formation d’un lien amide (Schéma 31).%%

58 Geiermann, A-S., Polacek, N., Micura, R. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 19068-19071.

59 a) Saxon, E., Bertozzi, C. R. Science. 2000, 287, 2007-2010.

60 Staudinger, H., Meyer, J. Helv. Chim. Acta. 1919, 2, 635-646.

81 Lin, F. L., Hoyt, H. M., van Halbeek, H., Bergman, R. G., Bertozzi, C. R. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 2686-
2695.
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Schéma 31 : Ligation de Staudinger

Cette réaction hautement chimiosélective a trés vite été exploitée pour la bioconjugaison de
biomolécules.®? Afin de réaliser une modification site-spécifique sur un siRNA pour l'insertion
d’'un quencheur de fluorescence, le groupe de Micura a décrit en 2011 l'utilisation de cette
réaction de bioconjugaison.®® La réaction a été réalisée dans un mélange DMF/H,0 (3:1) a 60
°C pendant 21h en présence d’une phosphine substituée par un quencheur de fluorescence.
L’analyse de la réaction par spectrométrie de masse a révélé la formation du produit de ligation
avec un rendement de 85%, mais s’accompagne également de la présence du produit de

réduction avec un rendement de 15% (Schéma 32).

62 Schilling, C. 1., Jung, N., Biskup, M., Schepers, U., Brase, S. Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 4840-4871.
63 Aigner, M., Hartl, M., Fauster, K., Steger, J., Bister, K., Micura, R. ChemBiochem. 2011, 12, 47-51.
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Schéma 32 : Fonctionnalisation de I'’ARN par ligation de Staudinger

D’autres variantes de la ligation de Staudinger ont été développées par Bertozzi® et Raines®®
dans une version dite « traceless » permettant de s’affranchir de I'oxyde de phosphine sur le
produit de la ligation. Cette réaction, appelée Ligation de Staudinger traceless (LSt) n’avait
encore jamais été appliquée a la post-fonctionnalisation d’ARN et elle fera I'objet de mon travail

de thése.

Dans le cadre de cette partie bibliographique, on peut également citer les travaux de
Strazewski sur le développement de conditions de Staudinger-Vilarassa pour la synthése
d’analogues de puromycine.® Cette réaction repose sur la formation in situ de I'amine par
réduction de Staudinger en présence de P(Bu)s. Cette derniére peut alors réagir, selon un
couplage peptidique, avec I'acide aminé activé en présence de DIC et d’HOBt et conduire au

produit de ligation avec un rendement de 94% (Schema 33).

64 Saxon, E., Armtrong, J. |., Bertozzi, C. R. Org. Lett. 2000, 2, 1939-1941.
65 Nilsson, B. L., Kiessling, L., Raines, R. T. Org. Lett. 2000, 2, 2141-2143.
66 Charfeddine, A., Dayoub, W., Chapuis, H., Strazewski, P. Chem. Eur. J. 2007, 13, 5566-5584.
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Schéma 33 : Exemple de réaction de Staudinger-Vilarassa appliquée a la fonctionnalisation de la position 3’ d’un
nucléoside

D- Objectif de la these
Dans le cadre de ces travaux de thése nous nous intéresserons au développement d'une

nouvelle méthode de post-fonctionnalisation d’ARN basée sur la ligation de Staudinger

traceless (LSt).

Post fonctionnalisation

LSt HO HN\«
o

Une premiére partie de mes travaux de thése (Chapitre Il) sera consacrée a la mise au point
de cette ligation afin de fonctionnaliser la position 3’ terminale d’ARN via l'introduction de

différents tags par un lien amide. L’optimisation des conditions réactionnelles sera tout d’abord

réalisée sur un dinucléotide modele (Schéma 34).

S
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Schéma 34 : Objectif du chapitre Il
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La deuxieme partie (Chapitre 1ll) de ce manuscrit portera sur la fonctionnalisation par des
acides aminés via un lien amide de la position 3’ terminale de 'ARN afin d’accéder a des
analogues stables d’ARNt. Ces derniers seront utilisés pour I'étude d’enzymes impliquées
dans la biosynthese du peptidoglycane : les transférases de la famille Fem. Dans cette partie

deux stratégies seront proposées (Schéma 35).

1) Une premiere approche pré-synthétique sera basée sur la fonctionnalisation d’un
nucléoside par couplage peptidique suivit de la synthése de dinucléotide avant de
réaliser la ligation enzymatique.

2) Une approche post-synthétique utilisera les conditions de LSt développée au chapitre
Il

1?-"-\ ',‘(.F‘\-ﬂ'\
NH,
N X
HO </ | /)N f\ ) Stratégie pr
o N N s ?‘::1%: pu: stratégie post-
y q synthetique

—_— -
HO NH Ligation de N
2 HO HN\K(. Staudinger HO 3

(o}

traceless

Schéma 35 : Objectif du chapitre IlI

Une derniére partie de ce manuscrit (Chapitre 1V), concernera I'étude de la réactivité des
différentes positions de I'adénosine (en particulier les positions C6 et 5’-OH) vis a vis de cette
réaction de LSt. Nous utiliserons cette méthodologie pour accéder a des conjugués SAM-

adénosine pour I'étude de méthyltransférases d’ARN (Schéma 36).

ligation de
Staudmger
traceless % % NH,
N B
N
< HN—{Linker]. < ]|
: \N Ny o N
HO <] P
NG N N N/
& o HO OH
AA E— o
HO OH HO OH

Schéma 36 : Objectif du chapitre IV
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CHAPITRE i

Ligation de Staudinger traceless pour la bioconjugaison de I'extrémité 3’
terminale des ARN






A) Ligation de Staudinger traceless

1) Généralités
Développée dans les années 2000, la ligation de Staudinger traceless (LSt) permet de créer

un lien amide a partir d’'un azoture et d’'une phosphine spécifiquement fonctionnalisée
(Schéma 37).

Ph.__Ph o
P (o} Ph—P—Ph

|
HTJ\ XH

x
4
%)

|

= Phenyle ou CH,
X= lien clivable

Schéma 37 : Ligation de Staudinger traceless

Ceci est possible grace aux travaux des groupes de Bertozzi®® et Raines® qui ont mis au point
simultanément et de facon indépendante une nouvelle génération de phosphines (Figure 3).
Ces dernieres favorisent le transfert intramoléculaire d’acyle qui conduit a la formation du lien

amide et au relargage de la partie oxyde de phosphine.

Ph.,_Ph Ph.,.Ph Ph.,.Ph Ph
1
0 S A K ph-TS
OOty o
o) fo) \—/ (0]
A B c D

Figure 3 : Exemples de phosphines « nouvelle génération »

Les phosphines mises en jeu contiennent deux éléments essentiels. Tout d’abord un lien
clivable de type ester ou thioester qui relie I'acyle a transférer a l'aryle phosphine (Figure 3).
La présence de deux phényles permet d’éviter I'oxydation de la phosphine et assure la stabilité
de l'aza-ylide (également connu sous le terme : iminophosphorane), intermédiaire clé de la
réaction. Par analogie avec la ligation de Staudinger, la premiére étape de la réaction consiste
en la formation de I'iminophosphorane Il par réaction entre I'azoture et la phosphine. L’attaque
nucléophile du doublet non liant de l'azote sur le carbonyle de la phosphine conduit a
'amidophosphonium IV en passant par un intermédiaire cyclique a 6 chainons Ill. Une derniére
étape d’hydrolyse en présence d’eau est nécessaire afin d’obtenir 'amide V et de libérer

I'oxyde de phosphine VI (Schéma 38).65%6 || est a noter que l'instabilité de I'iminophosphorane

65 Saxon, E., Armtrong, J. |., Bertozzi, C. R. Org. Lett. 2000, 2, 1939-1941.
66 Nilsson, B. L., Kiessling, L., Raines, R. T. Org. Lett. 2000, 2, 2141-2143.
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| peut conduire a une réaction secondaire d’hydrolyse compétitive qui favorise la formation

d’'une amine VI.

; ) o
Ph.p-Ph Ph N ph ON= Ph.® N©
N;— . > “p-
o Ph Ph Ph”
/.
o N, o Co2
iminophosphorane iminophosphorane
! I} 1]
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Ph.O N, 0 o
Ph Ph—P—Ph )N
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> |
HoN—
amidophosphonium
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Schéma 38 : Mécanisme réactionnel de la ligation de Staudinger traceless

2) Applications pour la fonctionnalisation de biomolécules

Parmi les différentes méthodes de bionconjugaison permettant la fonctionnalisation de
biomolécules par création de lien amide, la ligation chimique native (NCL) a été trés largement
étudiée.®” Bien que tres efficace, cette réaction nécessite la présence d’'une cystéine a la
jonction des deux partenaires, elle a particulierement été développée pour la ligation de deux
peptides. Dans le but de se défaire de cette limitation, le groupe de Raines s’est inspiré de
dérivés de type thiophénol, connus pour effectuer la trans estérification de thioester au cours
de la NCL, afin de développer des thiophosphines. Lorsque ces phosphines sont liées a un
premier peptide en position C-terminale via un lien thioester, ce peptide peut alors réagir avec
I'extrémité N-terminal d’un second peptide portant un azoture. La réaction conduit ainsi a la

création d’un lien inter-peptidique naturel (Schéma 39).%¢

(o] (o]
7 Peptide2
. N P
Peptide1 )J\S/Q Peptide1 J’I\N/\ Peptide2
P.
Ph” "Ph

THF/H,0 H

Schéma 19 : Application de la ligation de Staudinger traceless a la synthése peptidique

67 a) Dawson, P. E., Muir, T. W., Clarklewis, I., Kent, S. B. H. Science 1994, 266, 776-779. b) Shin, Y., Winans, K.
A., Backes, B. J., Kent, S. B. H., Ellman, J. A.; Bertozzi, C. R. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 11684-11689. c)
Johnson, E. C. B., Kent, S. B. H. J. Am. Chem. Soc. 2005, 128, 6640-6646.
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Bien que les premiéres thiophosphines développées assurent la ligation entre deux peptides
non cystéinique, les rendements sont relativement faibles. Par exemple, le couplage entre la
N-acétylglycine et 'azoture de benzoylglycine s’effectue avec un rendement maximal de 35%
(Schéma 40).%8

R=H R=H, 15%
R= Bn R=Bn, 35%

Schéma 20 : Lst avec des peptides non cysteiniques appliquée a la synthése peptidique

Afin d’optimiser la réaction, le groupement phényle reliant le thioester a la diphényle phosphine
a été remplacé par un méthyléne (Figure 3, phosphine D). Cette modification permet de réduire
la distance entre 'azote nucléophile et le site électrophile favorisant ainsi le transfert d’acyle.®®
Cette nouvelle génération de phosphines trés efficace permet de réaliser la ligation entre deux
peptides avec des rendements pouvant atteindre 90% lorsque I'acide aminé lié a I'azoture est
une glycine (Schéma 41). La ligation de Staudinger traceless semble étre un outil intéressant
pour créer des liaisons inter-peptidiques sans aucune limitation liée a la séquence (la présence

d’'une cystéine n’est plus nécessaire contrairement a la NCL).

o
N
o R 3\)LN
)LJﬁfs PPh H R w9
~~ 2
u i )Lu)ﬁ(N\)LH

THF/H,0 (3:1), ta, 12 h o

R=H R=H, 91%
R=Bn R=Bn, 92%

Schéma 41 : Ligation d’acides aminés en présence de phosphineméthanethiol

En 2007, le groupe de Raines s’est intéressé au couplage entre peptide et protéine. Pour cela,
des phosphines hydro-solubles ont été développées en introduisant sur chacun des phényles
des motifs diméthylammonium. Ce type de phosphine favorise le transfert d’acyle tout en

limitant la réduction de I'azoture (Schéma 42). %°

68 Nilsson, B. L., Kiessling, L., Raines, R. T. Org. Lett. 2001, 3, 9-12.
89 Spellner, M. B., Tam, A., Raines, R. T. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 11421-11430.
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Schéma 42 : LSt avec des phosphines hydrosolubles

La ligation de Staudinger traceless a également été appliquée a la synthese de glycosyl-amide
par le groupe de Bernardi.”® Ces derniers ont décrit une version steréoconservative permettant
d’accéder a des mimes non hydrolysables de monosaccharides : les a-Glycosyles. La
conservation de la stéréochimie du carbone anomérique est rendue possible par
'encombrement stérique d au groupement protecteur des hydroxyles du sucre. En effet, a
partir du tétra-O-benzyl-a-glycosyle azide, 'amide-a est obtenu majoritairement tandis que la
LSt a partir du tétra-O-acétyle-a-Glycosyle azide conduit exclusivement a 'amide- (Schéma
43).

1) DMF, 70 °C, 20 h

2) H,0,70°C, 2 h OBn
GP=Bn o
BnBOO
R: CHj, 77% n OBn
R: (CHy),CH3, 70% HNTR
OGP PPh, R: CH,CH(CH;),, 60% o
o o__R R: CH(CH),, 40% a-Glycosyle amide
WD LY Np I
oGP o

1) DMF, 70 °C, 20 h

a-Glycosyle azide 2) H,0,70°C,2h OAc
= O
GP=Ac AcO H R
AcO T
R: CH3, 81% OAe o

B-Glycosyle amide
Schéma 43 : Synthese stéréosélective de glycosylamides

Cette méthodologie a par la suite été étendue a la conjugaison de polysaccharides et des
conjugués oligosaccharides-protéines ont été synthétisés par I'équipe de Mulard dans le but
de développer de potentiels nouveaux vaccins.’ Dans ce cas, la phosphine portant la protéine
vectrice (TT ou BSA) est protégée par un borane afin d’éviter I'oxydation de I'atome de
phosphore. L’ajout de DABCO lors de la LSt est ensuite nécessaire afin de libérer la phosphine

réactive (Schéma 44).

70 Bianchi, A., Bernardi, A. J. Org. Chem. 2006, 71, 12, 4565-4577.
"% Grandjean, C., Boutonnier, A., Guerreiro, C., Fourniers, J. M., Mulard, L. A. J. Org. Chem. 2005, 70, 7123-7132.
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Schéma 44 : Application de la LSt a la synthése de conjugués polysaccharides-protéines

En 2017, la synthése d’un analogue de I'antigene humain CD52 est obtenue par ligation entre
la séquence peptidique compléte de I'antigéne CD52 lié au partenaire phosphinothiol et un tri-
mannose sur lequel un azoture a été introduit.”> Le conjugué glycan-peptide a ainsi été obtenu

avec un rendement de 66% (Schéma 45).

o)
CH,CHN; (‘:H2CH2NH°H
HO-P-0 "o HO-P-O o
o Ho% ° H"'Oém
HO
oMo st o—Ho
- HO _
HOo S\/ Ph, Ho
o- Mo _ 5 oMo
HOo DIPEA HPo
DMF/H,0 (1:1), 40 °C, 24 h
OCH; OCH;

66%

Schéma 45 : Synthese d’analogues d’antigene humain CD52 par LSt

En 2011, le groupe de Davis a étudié la chimiosélectivité de cette ligation dans le cadre de la
synthése de N-reverse glycoprotéines.”® Les a-N-glycoprotéines interviennent dans de
nombreux processus de reconnaissance biologique et sont trés sensibles aux enzymes du
milieu cellulaire. L’inversion de cette liaison a-N-glucidique pourrait conférer a ces
biomolécules plus de stabilité sans modification majeure de leur structure. Dans ce contexte,
I'équipe de Davis a rapporté une application de la LSt entre différentes azido-protéines et une
glyco-phosphine afin d’accéder aux [(-N-Reverse-glycoprotéines. Malgré une conversion
totale de I'azoture, la formation de la fonction amide 3 n’est observée qu’avec des taux de
conversion modérés allant de 45% a 50%, en compétition avec I'amine correspondante

(Schéma 46).

72 Zhu, S., Guo, Z. Org. Lett. 2017, 19, 3063-3066.
73 Bernardes, G. J. L., Linderoth, L., Doores, K. J., Boutureira, O., Davis, B. G. ChemBioChem. 2011, 12, 1383-
1386.
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Schéma 46 : Application de la LSt a la synthése de N-reverse protéine. 2: taux de conversion déterminé par
LCMS

Bien que les exemples cités précédemment témoignent de [l'efficacité de la ligation de
Staudinger traceless pour la conception et la synthese de conjugués a partir de différentes
biomolécules, aucun exemple de fonctionnalisation d’acide nucléique n’a été décrit. On peut
toutefois noter la fonctionnalisation de la 5-azido-2’-désoxyadénosine par le groupe de
Bertozzi en 2000.%° Ce nucléoside protégé sur la base nucléique a été mis en présence de
différentes phosphines afin de comparer leur efficacité pour la création de lien amide.
L'utilisation de la diphénylphosphineméthyle ester a permis lintroduction d’'un groupement

acétyle en position 5’ avec un rendement de 95% (Schéma 47).

NHBz NHBz o
N PPh N Il
. </ |\)N 20 e ” H </ |\)N PPh,
3 N ~ e — OH
o ey
+
HO THF humide, 18 h HO

95%2

Schéma 47 : Fonctionnalisation de la 5™-azido-2’-désoxyadenosine par LSt. 2 : rendement déterminé par HPLC.

3) Objectif
La ligation de Staudinger traceless a été appliguée avec succés a la conjugaison de
nombreuses biomolécules et semble compatible avec la chimie des nucléosides. Dans ce
chapitre, nous nous sommes intéressés a cette réaction afin de l'appliquer a la post-
fonctionnalisation d’ARN (Schéma 48A). Pour cela, un ARN modifié en position 2° de
'adénosine 3’-terminale par introduction d’une fonction azoture sera mis en présence de
phosphines. La synthése des ARN-2-Ns; pourra étre réalisée par ligation enzymatique

catalysée par la T4 RNA ligase d’un dinucléotide pdCpA-2’Nz et d’'une micro-hélice d’ARN de
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22 nucléotides.” Les conditions de la réaction seront d’abord mises au point sur un
dinucléotide modéle dCpA-2'N; avant d’étre appliquées a I'ARN (Schéma 48B). Ce chapitre
comportera trois parties : tout d’abord nous présenterons la synthése du dinucléotide dCpA-
2'Ns ainsi que des phosphines comportant différents motifs d’intéréts. Puis nous exposerons
la mise au point des conditions de ligation de Staudinger traceless pour qu’elles soient
applicables aux acides nucléiques. Enfin, la derniére partie concernera I'application de ces

conditions a la post fonctionnalisation de 'ARN.

A) Objectif : LSt appliquée a la post fonctionnalisation d'ARN

L e

. : motif réactif

B) Optimisation des condition de LSt

NH, NH,
HO N/go HO N/&o
:o: :o:

NH Ph___Ph
o 2 P

(o]

]
-0-P=0 N N OW/. -0-P=0 N N
! ¢ [j/ Lst o < J
N /) + _— > N =

o N o
HO Nj HO HN\«‘
. : motif réactif

dCpA-2'N;
9

Schéma 48 : A) Obijectif, B) Mise au point des conditions sur un systeme modéle

B) Synthése des précurseurs

Le dinucléotide modele dCpA-2’-Nz 9 pourrait étre obtenu par couplage entre la désoxycytidine
phosphoramidite commerciale et la 2’-azidoadénosine 7. La stéréochimie de la position 2’

pourra étre maitrisée grace a une méthodologie d’oxydation/réduction suivit d’'une étape de

74 Chemama, M., Fonvielle, M., Villet, R., Arthur, M., Valery, J. M., Etheve-Quelquejeu, M. Angew. Chem. Int. Ed.
2007, 129, 12642-12643.
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substitution nucléophile sur l'adénosine sélectivement protégée, elle-méme issue de
'adénosine commerciale (Schéma 49).

o) NH, NHBz NBz, NH,
.0-P=0 N XN N N N N N N
| 4 4 N 7 N
(0] < | /) HO < | /) TBSO </ | HO < | )
i — o —> of N/):> o
HO N3 TBSO N3 TBSO OH HO OH
9 7 2

Schéma 49 : Schéma rétrosynthétique permettant d’accéder au dinucléotide modeéle 9

1) Synthése de la 2’-azido-adénosine

Afin de préparer le 2’ azido-nucléoside 7, nous nous sommes appuyés sur une voie de
synthése précédemment mise au point au laboratoire.”

Une premiere étape de protection sélective des fonctions hydroxyle en positions 3’ et 5’ de
'adénosine est nécessaire. Pour cela, 'adénosine commerciale est mise en présence du
chlorure de tert-butyldiméthylsilyle, de nitrate d’argent et de DABCO dans le THF pendant 4
h.”® Ces conditions décrites par le groupe de Ogilvie permettent d’obtenir majoritairement le
composé 1 avec un rendement de 53% (Schéma 50).
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Schéma 50 : Silylation des positions 3’ et 5’ de I'adénosine

> Fonvielle, M., Chemama, M., Lecerf, M., Villet, R., Busca, P., Bouhss, A., Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M.
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5115-5119.
76 Hakimelahi, G.H., Proba, Z.A., Ogilvie, K.K. Tet. Lett. 1981, 22, 5243-5246.
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Cette sélectivité est rendue possible grace a l'utilisation du DABCO, cette base encombrée
déprotone plus efficacement 'oxonium en position 3’ généré au cours de la premiére étape
élémentaire, favorisant ainsi la silylation de cette position. Bien que la position 2’ soit moins
accessible en raison de la géne stérique engendrée par I'adénine, nous observons tout de
méme la formation du régioisomére silylé en position 2’ et 5’ ce qui explique le rendement
modéré obtenu au cours de la réaction.

Avant de protéger 'amine exocyclique, I'adénosine di-silylé 1 est tout d’abord mise en
présence de chlorure de triméthylsilyle dans la pyridine pendant 1h30 afin de protéger
provisoirement la position 2’. L’amine libre réagit ensuite avec le chlorure de benzoyle. Enfin
un traitement aqueux permet d’obtenir le composé 2 avec un trés bon rendement de 80%
(Schéma 51).

NH, NBz,
N SN N S
N N
2 4
mso_ < | 2 . mso_ < | P
N N 1) TMSCI, pyridine, ta, 1 h30 N N
o 2) BzCl, ta, 18 h o
TBSO OH 3) H,0, ta, 1 h30 TBSO OH
1 80% 2

Schéma 51 : Benzoylation de I'amine exocyclique

L’introduction de 'azoture en position 2’ est réalisée en présence d’azoture de sodium selon
un mécanisme SN entrainant une inversion de configuration. Afin de conserver la
stéréochimie de cette position, I'orientation de I'hydroxyle libre en 2’ a été inversée par une
méthodologie d’oxydation/réduction a partir du composé 2. L’'oxydation est réalisée en
présence de périodinane de Dess-Martin (DMP) dans le dichlorométhane et permet d’obtenir
le composé 3 avec un rendement de 71%. La cétone est ensuite réduite par le NaBH4. Dans
ce cas, I'attaque de I'hydrure sur la face la moins encombrée permet d’'inverser 'orientation de
I'alcool et d’obtenir le composé 4 avec un rendement de 50% (Schéma 52). Nous constatons
également la formation d’un produit secondaire qui résulte de la mono-débenzoylation de

'amine.

N NBz, AcO_ Ip/g;c NBz, NBz,
S0 CLp e, T3 Ay
TBSO N~ A TBSO /) mso_ < | /)
o N NN NaBH NToN
o o ¢ o
. . OH
EtOH/H,0,
TBSO OH DCM, ta, 3 h TBSO O 0°C,ta,1h TBSO
71% 9
) 3 50% 4

Schéma 52 : Inversement de la stéréochimie de la position 2’
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La fonctionnalisation de la position 2’ de I'adénosine est réalisée en deux étapes. Dans un
premier temps, I'activation de I'hydroxyle en 2’ par le chlorure de trifluorométhanesulfonyle
(TfCl) permet d’obtenir le dérivé 5. Ce dernier est ensuite mis en présence d’azoture de
sodium, ce qui conduit a la formation du composé 6 avec un rendement de 50 % sur deux
étapes. Cette réaction s’accompagne la aussi d’'une mono-débenzoylation de l'amine

exocyclique (Schéma 53).

NBz, NBz, NH
X, T, T,
SN SN fu
7 4 7
TBSO 0<N | y A TBSO O<N | y P TBSO 0<N | . P
OH TfCI, DMAP oTf NaNj
_ - -
TBSO DCM, ta, 1 h TBSO DMF, ta, 24 h TBSO N
4 5 50% 6

Schéma 53 : Synthese du composé 6

Afin d’introduire en position terminale du dinucléotide un monomere 2’-azido adénosine, une

déprotection de la position 5’ est nécessaire. A cet effet, le nucléoside 6 a donc été traité par

by

une solution aqueuse d’acide trifluoroacétique (1:1) pendant une heure a température
ambiante. Cette déprotection sélective du groupement TBS en position 5 conduit a la
formation du composé 7 avec un excellent rendement de 91% (Schéma 54).

NHBz NHBz
N~ N
¢l <

TBSO <N N/) HO N/)

0 TFA/H,0 o

TBSO N; THF, ta,1 h TBSO N3
91%
6 7

Schéma 54 : Désilylation sélective en 5’

2) Synthese du dinucléotide modéle

La synthese du dinucléotide modele dCpA-2’-N; 9, a été réalisée par couplage au
phosphoramidites. Cette méthodologie maitrisée au sein du laboratoire a facilité I'accés a de
nombreux dinucléotides a partir de phosphoramidites commerciaux.’”” La premiére étape de la
synthése consiste a coupler l'extrémité 5-OH du composé 7 a une desoxycytidine
phosphoramidite commerciale en présence de tetrazole. Puis, I'ajout d’'une solution de diiode

permet d’oxyder le phosphite triester obtenu en phosphate triester plus stable. Enfin, le

77 Chemama, M., Fonvielle, M., Villet, R., Arthur, M., Valery, J. M., Etheve-Quelquejeu, M. Angew. Chem. Int. Ed.
2007, 129, 12642-12643.
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traitement par une solution d’acide trichloracétique permet de se défaire du groupement
diméthoxytrityle porté par la cytidine en position 5'. Le dinucléotide protégé 8 est alors obtenu

avec un rendement de 83% (Schéma 55).

NHAc
NHAc ﬁN
NHBz X HO
% N DMTrO
HO ¢ N" o
o ~ o 1) Tetrazole, MeCN, rt, 1 h NHBz
o o)
" 2) I, THF/H,0/Pyridine, rt, 1 h ]
o 0-P=0 N-_~y
1 |
TBSO N; P 3)TCA, DCM, ta, 30 min /—/ o N |
[o] N(iPr), NC o
7 83%
NC
TBSO Nj

Schéma 55 : Synthese du dinucléotide dCpA-2-Ns protégé 8

Deux étapes de déprotection sont ensuite nécessaires afin d’accéder au dinucléotide modéle
9. Un premier traitement a la méthylamine permet la déprotection des groupements acétyle,
benzoyle et cyanoéthyle. Il est suivi d'une étape de déprotection du groupement TBS en
présence de fluorure de césium. Le dinucléotide 9 complétement déprotégé est alors obtenu
avec un rendement de 20% sur deux étapes, apres purification sur HPLC (Schéma 56).

NHAc NH2

SN SN

HO ﬁi& HO ‘/g

N~ SO0
o
NHBz

0 1) NH,Me, EtOH/H,0, ta, 24 h NH;
e, ta,
0-P=0 <,N SN 2 2 0-P=0 N~y
— o | L 2) CsF, MeOH, 60 °C, 16 h o < ] J
NC o N 20% o N N
TBSO N, HO N,
8 9

Schéma 56 : Synthese du dinucléotide modéle 9

3) Synthese des phosphines

Concernant le choix des phosphines, nous nous sommes tournés vers les esters phénoliques.
Ces composés sont facilement accessibles par couplage entre le diphénylphosphanyle phénol

commercial et un acide carboxylique en présence de DCC et de DMAP (Schéma 57).
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Schéma 57 : Synthése des phosphines

Dans ces conditions, 7 phosphines ont été obtenues avec des rendements compris entre 18%
et 95% (Schéma 57). Les phosphines 10a, 10b et 10c, substituées par des groupements
méthyle, phényle et pyridine ont été préparées avec des rendements de 93% ; 82% et 95%
respectivement. Nous avons ensuite introduit des groupements réactifs communément utilisés
pour la fonctionnalisation de biomolécules. Les phosphines portant des motifs photo-activables
tels gu’'une benzophénone ou une diazirine ont été obtenues avec des rendements de 88% et
79%. Le diazobenzéne qui posséde des propriétés « photoswitch» a été couplé a la phosphine
avec un rendement de 92%. Enfin, la phosphine 10f fonctionnalisée par une biotine a été

obtenue avec un rendement de 18%.

Nous avons ensuite porté notre attention sur la préparation de la phosphine 10j présentant un
groupement sydnone. En effet, ce motif mésoionique’® apparait aujourd’hui comme un
partenaire de choix pour la bioconjugaison de biomolécules, notamment lors de réactions de
« click & release » en présence de cyclooctynes.’”® Pour cela, nous avons choisi d’introduire la
sydnone sur la phosphine par I'intermédiaire d’un lien B-alanine. La phosphine 10h a alors été
synthétisée dans les conditions précédemment décrites avec un rendement de 84%. Le
groupement Boc a ensuite été déprotégé par une solution d’acide trifluoroacétique dans le
dichlorométhane afin d’obtenir le composé 10i avec un rendement de 75%. Afin d’introduire le
motif sydnone, nous nous sommes inspiré des travaux de I'équipe de F. Taran qui étudie leur

réactivitt¢ en milieu biologique et vient récemment de mettre au point la synthése

8 de la Conception, J. G., Martinez, R. F. Cintas, P., Cintas, P., Jimenez, J. 2018, DOI:
http://dx.medra.org/10.17374/targets.2018.21.228.
9 Decuypere, E., Plougastel, L., Audisio, D., Taran, F. Chem.Commun. 2017, 53, 11515-11527.
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d'iminosydnones activées sous forme de carbonyle imidazolium 11.8° Ces composés
hautement électrophiles permettent de créer un lien carbamate suite a I'attaque d’'une amine
primaire. Afin d’obtenir la phosphine sydnone 10j, le composé 11 a alors été préparé selon la
procédure décrite par ce méme groupe. Enfin, la phosphine B-alanine 10i a été mise en
présence de la sydnone activée 11 et de DIPEA, pour conduire a la formation du composé 10j

avec un rendement de 54% (Schéma 58).

o]

PPh, N PPh, PPh,
©/OH HO NHBoc ©/OYVNHBOC TFA, DCM, ta, 2 h ©/OYVNH2
_—
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84% 1e)
@ S
MefN

7(@% <:> Ve
54% o\N

DIPEA, DCM, ta, 16 h
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H ©
ORAS STV
o 0 0-\
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Schéma 58 : Synthése de la phosphine-sydnone 10j

C) Application de la LSt pour la fonctionnalisation d’un dinucléotide modele
1) Mise au point des conditions de LSt

Tout d’abord nous avons vérifié la faisabilité de la LSt sur un dinucléotide. En nous basant sur
les conditions décrites par Bertozzi,®! le dinucléotide 9 a été mis en présence d’un excés de
phosphine 10a dans un meélange DMF/H,O & température ambiante pendant 16h. Aprés
analyse et quantification par LCMS, nous observons la formation de I'amide 12 avec un
rendement de 7% (Tableau 1, Entrée 1). La formation d’un sous-produit cyclique de type

oxazaphospholane 12’ a également été observée avec un rendement de 78%. La formation

80 Riomet, M., Porte, K., Madegard, L., Thuéry, P., Audisio, D., Taran, F. Org. Lett. 2020, 6, 2403-2408.
81 Saxon, E., Armtrong, J. I., Bertozzi, C. R. Org. Lett. 2000, 2, 1939-1941.
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de ce dernier est due a l'attaque de I'oxygéne sur le phosphore. Cette étape est favorisée par
le positionnement en 1,2-cis du 3'-OH et de 'azoture en position 2’ de 'adénosine terminale.®?
Bien que la création du lien amide par LSt soit compatible avec la nature d’un dinucléotide
(groupement phosphate, fonction amine et alcool libres), le rendement obtenu reste
relativement faible dans ces conditions. Nous nous sommes alors intéressés a deux
paramétres pouvant favoriser la formation du produit de ligation a savoir la température et la
nature de la phosphine. L’augmentation de la température a 40 °C nous a permis d’obtenir le
produit de ligation 12 avec un rendement de 10% et 'oxazaphospholane 12’ a été observé
avec un rendement de 90% (Tableau 1, Entrée 2). Nous avons également réalisé la réaction
sous irradiation micro-onde a 70 °C pendant 10 min, dans ce cas le composé cyclique est
formé majoritairement avec un rendement de 89% (Tableau 1, Entrée 3). En nous inspirant
des conditions mises au point par le groupe de Bernardi dans le cadre de la synthése de
glycosylamide,®® le mélange réactionnel a été chauffé a 70 °C pendant 4 h, suivit d’'un
traitement aqueux pendant 2 h a 70 °C. Cette étape supplémentaire entrainerait I’hydrolyse
de I'adduit cyclique et favoriserait le transfert d’acyle. Ces conditions nous ont alors permis
d’obtenir le produit de ligation 12 avec un rendement de 22%. Les deux sous-produits de la
réaction ont également été mis en évidence avec des rendements de 50% pour 'amine 13 et
de 28% pour 'oxazaphospholane 12’ (Tableau 1, Entrée 4).

Enfin, nous avons évalué l'influence de la nature de la phosphine au cours de la ligation. Pour
cela, nous nous sommes tournés vers la phosphine méthyle thioester décrite par Raines. Cette
phosphine commerciale 10k est disponible sous sa forme protégée par un groupement borane
afin d’éviter son oxydation. La ligation a été réalisée en présence de DABCO qui permet de
déprotéger la phosphine, a 40 °C pendant 16 h afin d’obtenir le produit de ligation 12 avec un
rendement de 23% et le produit de réduction 13 avec un rendement de 77% (Tableau 1, Entrée
5).8* Dans ce cas, nous n‘avons pas observé de formation de I'oxazaphospholane mais le

phénomeéne de réduction reste largement majoritaire.

82 Nisic, F., Speciale, G., Bernardi, A. Chem. Eur. J. 2012, 18, 6895-69009.

83 @) Bianchi, A., Bernardi, A. J. Org. Chem. 2006, 71, 12, 4565-4577. b) Nisic, F., Andreini, M., Bernardi, A. Eur. J.
Org. Chem. 2009, 5744-5751.

84 Grandjean, C., Boutonnier, A., Guerreiro, C., Fourniers, J. M., Mulard, L. A. J. Org. Chem. 2005, 70, 7123-7132.

51



NH, NH, NH, NH,

SN
\ \ \
HO ONAO HO /&o HO /go wo LI
0 NH
.07?:0 </Nf\
o

2 9 2 0
|
SN Conditi -0-P=0 NfN -0-P=0 N~y -0-P=0 Ny
J onditions o </N ) + o < s o </N \N/)
)

HO N, HO HN\«M(e O NH HO NH,
o) Ph"|"Ph_ O
9 0\(
o
Produit de ligation Oxazaphospholane Produit de réduction
12 12' 13
Entrée Phosphine Conditions 12 12’ 13
PPh,
(o) Me
W DMF/H20 9/1
ofHa 042 -
1 o ta, 16 h° 7% 78%
10a
PPh,
(o) Me
W DMF/H20 9/1
0/fHa 0fH & -
2 o 40°C, 16 h 10% 90%
10a
PPh,
(o) Me
W DMF/H20 9/1
0/ A 0fH & -
g o MW, 70 °C, 10 min 11% 89%
10a
PPh,
O _Me 1) DMF/H20 9/1, 70 70 °C, 4 h,
4 Wg 2) H20,70°C, 2 h 22%2 28%2 50%?2
10a
thi’vSYMe DABCO, DMF/H20 9/1,
5 BH fo) 40°C, 16 h 23%2 - T7%2
3
10k

Tableau 1 : Mise au point des conditions de la ligation de Staudinger traceless. 2:rendement déterminé par
HPLC, par intégration des pics & 254nm, ®: Dans ces conditions on récupére 15% de produit de départ 9.

La phosphine de Raines permet d’obtenir 'amide avec un rendement de 23%, mais le taux de
réduction reste trés important. De plus, ce type de phosphine est trés sensible a I'oxydation et
la fonctionnalisation des thiophosphines par différents groupements nécessite une synthése

relativement longue. Afin d’étendre cette réaction aux autres phosphines précédemment
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synthétisées, nous avons choisi d’utiliser les conditions décrites Tableaul, Entrée 4, & savoir :
chauffer le milieu réactionnel & 70 °C pendant 4 h, dans un mélange DMF/H,O en présence
de phosphine phényle ester suivit d’un ajout d’'H>O. Ces conditions nous permettent d’accéder
au produit de ligation désiré avec des rendements sensiblement proches de ceux obtenus

avec les thiophosphines tout en utilisant des phosphines facilement accessibles.

2) Mise en évidence de 'oxazaphospholane

Si le produit de la réduction de I'azoture en amine est bien connu pour étre en compétition
avec la formation de I'amide au cours de la LSt, trés peu d’exemples dans la littérature
abordent la formation d’'un sous-produit cycligue de type oxazaphospholane. A notre
connaissance seul le groupe de Bernardi a décrit la formation d’oxazaphospholane lors de
I'application de la LSt a la fonctionnalisation de B-glycofuranosyl azides (Schéma 59). La
stéréoselectivé de cette réaction a partir de B-Ns-galactofuranosyl est contrdlée par le
groupement hydroxyle porté par le carbone en position 2 ce qui conduit a la formation de
'amide du méme cb6té que ce dernier (anomére a favorisé). En effet cette épimerisation
particuliéere pourrait s’expliquer par l'ouverture du furanose suite a la formation de
liminophosphorane, permettant a ce dernier de se positionner en position 1,2 cis de I'hydroxyle
adjacent. L’étape de fermeture du cycle serait biaisée par le caractére oxophile du phosphore.
L’attaque de I'oxygene sur le phosphore et de la phosphinimine conduirait a la formation de
I'oxazaphospholane suivit du transfert d’acyle. Enfin I'’hydrolyse du composé cyclique dans

I'eau conduirait uniguement a I'amide 1,2-cis (Schéma 59).8°

85 Nisic, F., Speciale, G., Bernardi, A. Chem. Eur. J. 2012, 18, 6895-69009.
53



o
PPh,

0" "R
L iy
HOW %Hoﬁ e ®PTPh = “0*@@7“
H OH H QI/, 20 R H ﬁ/O—Ptho .
iminophosphorane Phosphinimine I ©/ I

o
0. P
~PPh, 0 H HO,, NJL H* P
OH Ho HoO > R HO &R
NHCOR “ho H O—FPh, 2 )
5 OH H o——Pth%V R
Oxazaphospholane

Schéma 59 : Proposition de mécanisme pour la formation du 1,2 cis amide a partir de glucofuranosyl azide
déprotégé®®

Dans le cas de notre dinucléotide modéle 9, le positionnement de I'azoture en cis du OH en 3’
conduit inévitablement a la formation de I'adduit cyclique au cours de la LSt. Afin de mettre en
évidence la formation de 'oxazaphospholane, nous avons réalisé un suivi de la réaction par
RMN 3P dans le but d’observer la formation de la liaison oxygéne-phosphore. Pour cela, la
réaction a été effectuée dans un tube RMN dans un mélange 9/1 DMF/ D,O a 70 °C en
présence de la phosphine 10a. L’acquisition du spectre RMN au bout de 55 min révéele
I'apparition d’'un nouveau signal a +32.6 ppm, ne correspondant pas a la phosphine de départ
(-15.8 ppm) ni a la phosphine oxydée présentant des pics caractéristiques entre 20 ppm et 30

ppm (Figure 4).
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Figure 4 : Mise en évidence de 'oxazaphospholane 12’ par RMN 3P

Nous avons constaté au cours de notre étude que ce composé cyclique n’est observé que
lorsque la réaction est réalisée avec la phosphine ester et non pas avec la thiophosphine 10k.
Nous en déduisons que I'effet inductif attracteur exercé par le phényle présent sur ce type de
phosphine (10a a 10h) pourrait augmenter I'électrophilie du phosphore favorisant ainsi la

cyclisation.

3) Meécanisme postulé de la LSt pour la fonctionnalisation de dinucléotide

D’aprés toutes les données que nous avons en main, Nous pouvons proposer un mécanisme

réactionnel conduisant a la formation des trois composés que nous observons (Schéma 60).
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Schéma 60 : Mécanisme réactionnel proposé pour la LSt en présence de phosphinephénylester

Aprés la formation de lintermédiaire iminophosphorane |, une étape de réduction de
Staudinger pourrait directement mener a la formation du 2’-NHz-dinucléotide VI. Cette réaction
serait en compétition avec le transfert d’acyle de la phosphine vers lazote de
'iminophosphorane (voie A). Cette étape serait favorisée par un intermédiaire réactionnel a 6
chainons et conduirait au composé lll; ce dernier permettant d’accéder, aprés hydrolyse en
présence d’eau, a I'amide IV. L'iminophosphorane et I'hydroxyle en position 3’ étant en
configuration cis, cela favoriserait I'étape de cyclisation intramoléculaire et donnerait lieu a la
formation de I'oxazaphospholane V . Cette réactivité ayant déja été rapportée par

Bernardi sur des azido-glycofuranosyles.®® Le caractére basique de I'iminophosphorane®’

86 Nisic, F., Speciale, G., Bernardi, A. Chem. Eur. J. 2012, 18, 6895-6906.
87 Nunez, M. G., Farley, A. G., Dixon D. J. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 16348-16351.
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pourrait également promouvoir la déprotonation de I'alcool en position 3’ et favoriserait
I'attaque sur le phosphore. L’hydrolyse de 'oxazaphospholane V conduirait finalement, aprés

hydrolyse, a la formation de 'amine VI ainsi qu’a 'oxydation de la phosphine.

Lorsque la LSt est réalisée en présence de la thiophosphine 10k, la formation de
'oxazaphospholane n’est pas observée, ce qui nous laisse penser que le mécanisme est

different dans ce cas (Schéma 61).
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Schéma 61 : Mécanisme réactionnel proposé pour la LSt en présence de la thiophosphine 10k

En présence de la thiophosphine 10k, le dinucleotide 9 conduirait a 'iminophosphorane I’ qui
pourrait étre hydrolysé en présence d’eau afin de conduire a 'amine VI’. Le transfert d’acyle
serait favorisé dans ce cas par la formation d’'un intermédiaire réactionnel a 5 chainons I, et
conduirait a la formation de l'intermédiaire V’. L’hydrolyse de ce dernier en présence d’H.O
conduirait a 'amide 1V’ (voie C). L’'oxazaphospholane III’ n’étant pas observé (voie D), nous
supposons que le groupement méthyléne porté par le phosphore le rend moins électrophile
(comparativement a la présence d’'un phényle pour la phosphine 10a), ce qui empécherait

I'attaque en position 3'.
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D) Exemplification

Les conditions mises au point ont été étendues aux différentes phosphines précédemment
synthétisées (Schémas 57 et 58). Lorsque les phosphines contenant un motif phényle ou
pyridine ont été utilisées pour la bionconjugaison du dinucléotide 9, les composés 14 et 15 ont
été obtenu avec des rendement de 77% et de 27% respectivement. Les dinucléotides
photoactivables 16 et 17 ont été obtenus avec des rendements de 12% et 76% a partir des
phosphines 10d et 10e. Il est également possible d’introduire une biotine en position 2’ terminal
du dinucléotide 9 par réaction en présence de la phosphine 10f. Le produit de ligation
correspondant est alors obtenu avec un rendement de 59%. La ligation a partir de la phosphine
10g a permis d’accéder au composé 19 contenant un motif «photoswitch» de type
diazobenzéne avec un rendement de 47%. Enfin, un conjugué dinucléotide-sydnone 20 a pu
étre obtenu par LSt avec un rendement de 86% (Schéma 62). Il semblerait que
'encombrement stérique ainsi que les effets électroniques (plus particulierement [l'effet
mésomere attracteur des substituants portés par les phosphines) favoriserait le transfert
d’acyle. Afin de confirmer cette tendance il serait judicieux d’élargir la gamme de groupements

d’intérét a introduire.
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Schéma 62 : Fonctionnalisation de dinucléotides par ligation de Staudinger traceless. 2. rendement déterminé par

HPLC, par intégration des pics a 254 nm
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E) Application de la LSt a la fonctionnalisation d’'un ARN

La stratégie de synthése de I'azido-ARN 23, repose sur une ligation enzymatique catalysée
par la T4 RNA ligase entre une micro-hélice d’ARN et le dinucléotide 22. Ce dernier résulterait
d'un couplage aux phosphoramidites entre la désoxycytidine commerciale et la 2’-azido-

adénosine 7 suivi d’'une étape de phosphorylation (Schéma 63).
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Schéma 63 : Schéma rétrosynthétique conduisant a ’”ARN-2-N3 23

1) Synthese du réactif de monophosphorylation

Afin de réaliser la phosphorylation de la position 5’ de la cytidine, il est nécessaire de préparer
le bis(2-cyanoéthyle) diisopropylphosphoramidite.®® L’ajout a 0 °C du 3-hydroxypropionitrile a
une solution de cyanoéthyle-N, N-diisopropylchlorophosphoramidite dans le THF conduit au
composé 21 avec un rendement de 18 % (Schéma 64).

~~_-CN CN
NC EI HODIPEA o/
07 ON(iP), (iPr);N—F
THF, 0 °C, 15 min o
puis ta, 30 min 4\>CN
18% 21

Schéma 64 : Synthése du réactif de monophosphorylation 21

2) Synthése du dinucléotide pdCpA-N3

88 Marchan, V., Rodriguez-Tanty, C., Estrada, M., Pedroso, E., Grandas, A. Eur. J. Org. Chem. 2000, 13, 2495-
2500.
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Le couplage nucléotidique par la méthode des phosphoramidites conduisant au dinucléotide
8 a partir du nucléoside 7 a été présenté précédemment. La phosphorylation de la position 5'-
a été réalisée en présence du bis(2-cyanoethyl) diisopropylphosphoramidite 21 et de tétrazole
dans le MeCN pendant 3 h a température ambiante. Puis le triphosphite ester résultant est
oxydé en phosphate triester par une solution de diiode. Enfin un traitement a la méthylamine
suivi d’'une déprotection au flurorure de césium permet d’obtenir le dinucléotide 22 totalement

déprotégé avec un rendement de 7% sur 4 étapes, aprés purification HPLC (Schéma 65).
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Schéma 65 : Synthese du dinucléotide 22 phosphorylé en position 5’

3) Synthese de 'ARN-2’-N3

La ligation enzymatique du dinucléotide 22 a I'extrémité 3’ d’'une micro-hélice d’ARN a été
réalisée par le Dr Matthieu Fonvielle dans des conditions précédemment décrites au
laboratoire.® Afin d’accéder a un ARN de 24-nt nous avons choisi une micro-hélice de 22-nt.
Cette microhélice d’ARN est mise en présence du pdCpA-2’-N3 22, dans un tampon HEPES
contenant de la T4-RNA ligase ainsi que de ’ATP et du MgCl. La réaction est réalisée a 37 °C
pendant 2 h. Le produit de ligation a été purifié par chromatographie échangeuse d’ions et les
différentes fractions ont été identifiées par gel SDS-PAGE ce qui a permis d’isoler TARN-2’-N3
23 (Schéma 66).

89 a) Heckler, T., Chang, L. H., Zama, Y., Naka, T., Chorghade, M. S., Hecht, S. M. Biochemistry 1984, 23, 1468-
147; b) Robertson, S. A., Noren, C. J., Anthony-Cahill, S. J., Grith, M. C, Schultz, P. G. Nucleic Acids Res. 1989,
17, 9649-9660; c) Mellal, D., Fonvielle, M., Santarem, M., Chemama, M., Schneider, Y., lannazzo, L., Braud, E.,
Arthur, M., Etheve-Quelquejeu, M. Org. Biomol. Chem. 2013, 11, 6161-6169.
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Schéma 66 : Synthese de 'ARN-2-N3 23

4) Application de la LSt a la post-fonctionnalisation d’ARN

Afin d’accéder a un ARN fonctionnalisé, 'ARN 24-nt 23 a été soumis & des conditions de LSt.
Cet ARN est mis en présence de 100 équivalents de phosphine 10e dans un mélange 5/5
DMF/H,O a 70 °C pendant 4 h, suivi d’'un traitement aqueux pendant 2 h a la méme
température. La formation du produit de ligation avec un rendement de 7% a été confirmée
par spectrométrie de masse MALDI-TOF ; un pic [M] = 7838 Da correspondant au produit 24
a été observé (Schéma 67). Au cours de la réaction le produit de réduction 25 ([M] = 7625 Da)
et 'oxazaphospholane 24’ ([M]= 8111 Da) ont également été mis en évidence.
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Schéma 67 : LSt sur un ARN 24-nt. @ : rendement déterminé par HPLC, par intégration des pics a 260 nm
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F) Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit le premier exemple de bioconjugaison d’'un ARN par LSt.%°
Ce travail a conduit a la synthése d’'un dinucléotide modifié sur lequel un azoture a été introduit
en position 2’, ainsi que la préparation de 8 phosphines portant des groupements d’intéréts.
La mise au point des conditions de la réaction nous a permis d’accéder a 8 dinucléotides amide
et de mettre en évidence un adduit de type oxazaphospholane cyclique. Enfin cette stratégie
a été appliquée a la fonctionnalisation d’'un ARN-2’-N3, obtenu par ligation enzymatique a partir
d’'un dinucléotide pdCpA-2'Ns;. Cet ARN modifié pourra étre utilisé pour I'étude d’enzymes
ARN-dépendantes tel que les transférases de la famille Fem. En effet, TARN obtenu pourrait
étre irradié & 365 nm, afin de générer un carbéne réactif capable de former une liaison

covalente avec I'enzyme.

A) Exemplification de la LSt sur un dinucléotide modéle
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B) Application de la LSt pour la post-fonctionnalisation d’'un ARN
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Schéma 68 : Bilan du chapitre I

9 a) Kitoun, C., Fonvielle, M., Djago, F., Sakkas, N., Lefresne, M., Blancart Remaury, Q., Poinot, P., Arthur, M.,
Etheve-Quelquejeu, M., lannazzo, L. Org. Lett. 2020, 22, 8034-8038 ; b) Kitoun, C., Fonvielle, M., Arthur, M.,
Etheve-Quelquejeu, M., lannazzo, L. Current Protocols, 2021, e42, DOI: 10.1002/cpz1.42.
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Chapitre Il

Ligation de Staudinger traceless pour la synthése d’analogues d’aminoacyl-ARNt






A) Introduction
1) Geénéralités

Les antibiotiques sont des substances chimiques naturelles ou synthétiques, capables
d’inhiber la croissance des bactéries. Leur découverte revient a Sir A. Flemming, qui en 1928
a mis en évidence le pouvoir antibiotique d’'une substance issue d’une souche de Penicillium
notatum, la Pénicilline. En 1942 elle est commercialisée pour la premiere fois sous forme de
médicament, initiant ainsi « I'ére de I'antibiothérapie ». Au cours des années suivantes,
I'arsenal thérapeutique a été enrichi avec de nouvelles substances actives qui ont été isolées
chez d’autres organismes. De nombreux dérivés semi-synthétiques et des antibiotiques de
synthése ont également été développés. Ces substances agissent sur différentes cibles au

sein des cellules bactériennes (Figure 5) :

1) L’ADN topoisomérase : la famille des quinolones bloque la réplication de 'ADN en se
complexant a '’ADN topoisomérase.®*

2) Le ribosome : les antibiotiques agissent sur le processus de synthese protéique en
ciblant les sous-unités du ribosome, la sous unité 30S de ce dernier est inhibée par la
streptomycine.®?

3) Le peptidoglycane : les B-lactamines sont une classe majeure d’'antibiotiques agissant

sur la paroi bactérienne en inhibant les enzymes responsables de sa biosynthése.®
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Figure 5 : Principales cibles cellulaires des antibiotiques

91 Drlica, K., Malik, M., Kerns, R. J., Zhao,X. Antimicrob. Agents Chemother. 2008, 52, 385-392.
92 Galimand, M., Courvalin, P., Lambert, T. Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56, 3960-3962.
9 Lewis, K. Nat. Rev. Drug. Discov. 2013, 12, 371-387.

66



Les antibiotiques sont considérés comme une des plus grandes découvertes du XX® siécle,
leur usage thérapeutique a grande échelle ayant conduit a baisser de fagon significative le
taux de mortalité d0 aux maladies infectieuses. Mais leur utilisation massive a engendré
I'émergence de phénomeénes de résistance.® Dés la fin des années 1950, des études ont été
menées sur la résistance de Staphyloccocus aureus a la pénicilline et un nouveau médicament
capable de contrer cette inactivation a été mis au point. C’est ainsi que la Méticilline est

commercialisée 10 ans plus tard.®®

Apres la Pénicilline, de hauts niveaux de résistance a la Vancomycine ont été observés chez
certaines bactéries.®® Dans les années 1990, Staphyloccocus aureus a montré une baisse de
sensibilité a cet antibiotique. Quelgues années plus tard en 2003, deux souches pathogénes

de ce dernier se sont révélées complétement résistantes a la Méticilline.®”

Ce phénoméne de résistance est une problématique de santé publique majeure. On estime
au sein de 'UE que 25000 morts par an sont causés par une infection bactérienne. Face a
l'urgence de la situation, il devient important de mettre en évidence de nouvelles cibles

thérapeutiques afin de développer de nouvelles classes d’antibiotiques actifs.

2) Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est un constituant essentiel et spécifique de la paroi bactérienne. Il est
constitué de chaines glycanes reliées entre elles par des ponts interpeptidiques. La partie
osidique, polymérisée par des glycosyltransférases, est une succession d'unités N-
acetylglucosamine (GlcNac) reliée par des liaisons B1-4 & des acide N-acétylmuramique
(MurNac). Chaque unité MurNac est attachée a un pentapeptide, ce dernier est substitué par

une chaine latérale variable en fonction des espéces. Ces chaines latérales constituent le pont

94 Davies, J., Davies, D. Microbiology and Molecular Review. 2010, 74, 417-433.

% Tomoo, S., Keizo, Y. Japon Medical Association Journal. 2009, 52, 103-108.

9 Leclercq, R., Derlot, E., Duval, J., Courvalin, P. N. Engl. J. Med. 1988, 319, 157-161.

97 a) Chang, F.Y., Peacock, J. E., Jr., Musher, D. M., Triplett, P., MacDonald, B. B., Mylotte, J. M., O’'Donnell, A.,
Wagner, M. M., Yu, V.L. Medicine. 2003, 82, 333-339; b) Weigel, L. M., Clewell, D. B., Gill, S. R., Clark, N. C.,
McDougal, L. K., Flannagan, S. E., Kolonay, J. F., Shetty, J., Killigore, G. E., Tenover, F. C. Science, 2003. 302,
1569-1571.
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inter-peptidique dont la formation est catalysée par des transférases de la famille Fem

(Schéma 69).%8
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Schéma 69 : Biosynthése du peptidoglycane

A la fois rigide et élastique, ce bio-polymeére protege la bactérie des variations osmotiques.®® Il

est également associé aux processus de croissance et de division cellulaire. L’absence ou

'endommagement du peptidoglycane fragilise I'intégrité cellulaire de la bactérie et conduit a

la mort de cette derniére.®

Les transférases Fem interviennent chez toutes les bactéries, cependant elles peuvent agir a

différents stades de la biosynthése et transférent différents acides aminés pour la construction

de différents ponts inter-peptidiques. Par exemple chez Weissella viridescens une alanine est

ajoutée sur 'UDP-MurNac tandis que chez Staphyloccocus aureus les transférases Fem

agissent au niveau du Lipide Il en y ajoutant une glycine (Schéma 69).

98 \/ollmer W., Blanot D., de Pedro M.A. FEMS Microbiol. Rev. 2008, 32, 149-167.
99 Barnickel, N., Labischinski, H., Bradaczek, H., Giesbresht, P. Eur. J. Biochem. 1979, 95, 157-65.
100 3) Holtje, J. V. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 1998, 62, 181-203; b) Nanninga, N. Mol. Biol. Rev. 1998, 62, 110-29.
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3) Les transférases Fem

i) Schéma général

Les transférases Fem interviennent dans la premiere étape essentielle de formation du pont
interpeptidique.'®! Plus précisément elles catalysent le transfert d’'un acide aminé porté par un

aminoacyl-ARNt sur un précurseur du peptidoglycane (Schéma 70).

peptidoglycane

. peptidoglycane
en croissance

en croissance

[ -Ala l-AIa

D-1Glu o Fem D-iGlu H

I\_'Lys M“NHZ + - > IL-Lys M N T(.

D-Ala HO o__o D-Ala | 4

D-Ala i DAl o)
aminoacyl ARNt . = acide aminé

Schéma 70 : Réaction catalysée par les transférases Fem

Les ARNt impliqués dans cette étape sont substitués a leur extrémité 3’ terminale par un acide
aminé. Les ARNt intervenant au niveau du ribosome lors de la synthése protéique portent
'acide aminé en position 3’ du ribose et le transfert se fait a partir de cette position 3. Les
transférases Fem utilisent elles aussi un ARNt 3’-acylé mais il a été montré que le transfert
s’effectue a partir de la position 2’ (grace a une isomérisation 3’ vers 2’ dans le site actif de
'enzyme).1%2 Les transférases Fem jouent un rdle crucial dans la biosynthése du
peptidoglycane. En effet I'incorporation d’'un acide aminé erroné peut bloquer la réaction de
transpeptidation en agissant comme terminateur de chaine. Ceci en fait des cibles attractives

pour la mise au point d’antibiotiques actifs sur les bactéries multirésistantes.
i) Transférase Fem chez Weissella viridescens (FemXww)

Chez Weissella viridescens (bactérie non pathogene), le transfert d’acyle est assuré par
FemXw, qui va catalyser le transfert d'une alanine portée par un Ala-ARNt*? sur 'UDP-
MurNac-pentapeptide, avant que ce dernier ne soit ancré a la membrane. FemXw, apparait

donc comme une enzyme modele de choix grace a son substrat hydrosoluble (Schéma 71).1%3

101 3) Hegde, S. S., Shader, T. E. J. Biol. Chem. 2001, 276, 6988-7003; b) Rohrer, S., Berger-Bachi, B. Antimicrob.
Agents Chemother. 2003,47, 837-846.

102 Fonvielle, M., Chemama, M., Lecerf, M., Villet, R., Busca, P., Bouhss, A., Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M.
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5115-5119.

103 Mainardi, J. L., Villet, R., Bugg, T. D., Mayer, C., Arthur, M. FEMS Microbiol Rev. 2008, 386-408; b) Hedge, S.
S., Shrader, T.E. J. Biol. Chem. 2001, 276, 6998-7003.
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Schéma 71 : Mode d’action de FemXwv

Afin d’étudier plus précisément le mode d’action de FemXwy, notre équipe s’est intéressée a
la modification du substrat ARNt en proposant une voie d’accés a des analogues stables ou
le lien ester facilement hydrolysable a été remplacé par un lien amide (Schéma 72).1% La
synthése d’analogue 2’-amido-ARNt a donc été entreprise. Elle repose sur une étape de
réduction de I'azido en position 2’. L’amine obtenue est ensuite couplée a un résidu Ala-
NHBoc. Le précurseur 2’-amide ainsi obtenu a ensuite été engagé dans un couplage en
présence d’'une désoxycytidine phosphoramidite. La synthése du dinucléotide pdCpA-Ala
phosphorylé en position 5’ a ensuite été réalisée puis ce dernier a été lié a une micro-hélice
d’ARN par une méthode biochimique en présence de la T4RNA ligase. L’évaluation biologique
de cet ARN a montré que ce dernier pouvait inhiber FemXwx mais ne permettait pas le transfert
d’acyle.

104 Mmellal, D., Fonvielle, M., Santarem, M., Chemama, M., Schneider, Y., lannazzo, L., Braud, E., Arthur, M., Etheve-
Quelquejeu, M. Org. Biomol. Chem. 2013, 11, 6161-6169.
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Schéma 72 : Synthese d’analogues stables 2’-amido ARNtA2

Une approche dite « bisubstrat » a également été menée afin d’obtenir une structure
cristallographique de FemXw. Des conjugués peptidyl-ARN comportant une partie
oligonucléotide mimant le bras accepteur de 'ARNt*2 et une partie peptidigue mimant le
substrat UM5K ont été synthétisés (Schéma 73A).1% Les deux substrats ont été liés par un
triazole obtenu par CuAAC, ce conjugué a permis d'obtenir la premiére structure
cristallographique du complexe FemXwy-peptidyl-ARN avec une résolution de 1.6 A°(Schéma
73B).10%

105 Chemama, M., Fonvielle, M., Arthur, M., Valery, J. M., Etheve-Quelquejeu, M. Chem. Eur. J. 2009, 15, 1929-
1938.

106 ) Fonvielle, M., Li de La Sierra-Gallay, I., EI-Sagheer, A. H., Lecerf, M., Pantin, D., Mellal, D., Meyer, C., Blanot,
D., Gale, N., Brown, T., Van Tilbeurgh, H., Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52,
7278-7281. ; b) Fonvielle, M., Mellal, D., Patin, D., Lecerf, M., Blanot, D., Bouhss, A., Santarem, M., Mengin-
Lecreulx, D., Sollogoub, M., Arthur, M., Ethéve-Quelquejeu, M. Chem. Eur. J. 2013, 19, 1357-1363.
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Schéma 73 : A) Bisubstrat peptidyl/ARN, B) Structure cristallographique du complexe bisubstrat FemXwsx

Les résultats obtenus chez la transférase modéle FemXw, nous ont ensuite conduit & nous

intéresser aux transférases Fem chez S. aureus, une bactérie pathogene.

iii) Transférase Fem chez Staphylococcus aureus : FmhB

Chez Staphylococcus aureus, le pont inter-peptidique est constitué d'un pentapeptide
glycinique dont la formation fait intervenir trois transférases. FmhB permet la premiére étape
de formation du pont en catalysant I'incorporation d’'une premiére glycine. FemA est ensuite
responsable de I'ajout séquentiel de deux autres glycines tandis que FemB conclut la formation

de la chaine en catalysant le transfert des deux dernieres glycines (Schéma 74).
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Schéma 74 : Synthese du pentapeptide glycinique par les transférases Fem chez Staphylococcus aureus

Plus précisément, FmhB initie la synthése du pont pentaglycine en catalysant le transfert de
la premiére glycine portée par un Gly-tRNA®Y sur le lipide 1l du peptidoglycane en croissance
(Schéma 75).

i e °
P P
MI‘JI’NAC*GlcNAC Ml‘JrNAc—GIcNAc
=@

L*Ala L*-Ala
D-iGlu D-iGlu +
L-Ly NH, L-Ly H HO O
D*Ala a4 D'Ala 4?“2
D-Ala D-Ala

Gly-ARNtEY ARN

Schéma 75 : Réaction catalysée par FmhB

Des études cristallographiques ont été réalisées sur cette famille d’enzymes chez S.aureus,
et seule la structure de Fem A a été résolue.'” Elle présente de nombreuses similitudes avec
celle de FemXwy.1%® La majeure différence résidant dans la présence d’un domaine coiled-coil
qui serait impliqué dans la spécificité de la reconnaissance enzyme/substrat par interaction
avec les boucles T et D de 'ARNt.1%® Ce domaine flexible de 60 acides aminés est trés polaire
et rend l'étude de ces enzymes particulierement complexe. Pour toutes ces raisons les

transférases sont trés peu étudiées (Figure 6).11° [l n’y a pour le moment aucune structure

107 Benson, T. E., Prince, D. B., Mutchler, V. T., Curry, K. A,, Ho, A. M., Sarver, R. W., Hagadorn, J. C., Choi, G.
H., Garlick, R. L. Structure. 2002, 10, 1107-1115.

108 Bjarotte-Sorin, S., Maillard, A. P., Delettré, J., Sougakoff, W., Arthur, M., Mayer, C. Structure. 2004, 12, 257-
267.

109 Rjetmeyer, L., Fix-Boulier, N., Le Fournis, C., lannazzo, L., Kitoun, C., Patin, D., Mengin-Lecreux, D., Ethéve-
quelquejeu, M., Arthur, M. Fonvielle, M. Nucleic Acids Research. 2021, 2, 648-699.

110 Shepherd, J., Ibba, M. FEBS Letters. 2013, 587, 2895-2904.
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cristallographique de FmhB néanmoins notre équipe en collaboration avec I'équipe du Dr

Michel Arthur a décrit le premier inhibiteur de cet enzyme.*!

A B Coilfd._-_coil

FemX,, FemA

Figure 6 :A) Structures cristallographiques de FemXyy, B) Structure cristallographique de FemA

4) Obijectif

Dans le cadre de mes travaux de thése, nous avons pour objectif de synthétiser des analogues
2’-amido-ARNt glycinique, dans le but d’étudier plus précisément les transférases Fem de
Staphylococus aureus (Figure 7). Nous envisageons la synthése du 2’-amido-ARNt% dans le
but d’obtenir des informations structurales sur FmhB. Des analogues 2'-Gly-Gly-amido-ARNt9Y
et 2'-Gly-Gly-Gly-amido-ARNt®Y seront également synthétisés afin d’évaluer la processivité de

FemA et FemB dans I'incorporation des deux résidus glycine.

11 Fonvielle M., Bouhss A., Hoareau C., Patin D., Mengin-Lecreulx D., lannazzo L., Sakkas N., El Sagheer A.,
Brown T., Ethéve-Quelquejeu M., Arthur M., Chem. Eur. J., 2018, 24:14911-14915.
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Figure 7 : 2’ amido-ARNt glycinique
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Deux stratégies différentes seront abordées au cours de ce chapitre. La premiére stratégie

dite pré-synthétique repose sur l'incorporation de I'acide aminé en début de synthése sur une

adénosine tandis que le développement d’'une seconde stratégie de post-fonctionnalisation

par LSt permettra d’introduire un acide aminé lors de la derniére étape (Schéma 76).
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Schéma 76 : Stratégies d’accés aux 2’-amido-ARNt
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B) Synthése d’analogues 2’-amido-ARNt selon une approche pré-synthétique

Pour accéder a des analogues stables d’aminoacyl-ARNt, nous avons choisi d’incorporer
'acide aminé en position 2’ via un lien amide selon une approche pré-synthétique. Ces
analogues pourront ainsi étre obtenus par ligation enzymatique des dinucléotides
phosphorylés 38 et 39 a un ARN. Ces derniers seront issus du couplage nucléotidique entre
la désoxycytidine phosphoramidite commerciale et la 2’-amido-adénosine 6. Cette derniére
sera obtenue a partir d’'une premiére étape de réduction de I'azoture suivi d’'une étape de
couplage peptidique entre 'amine et un résidu glycine ou le dimére glycinique (gly-gly)
(Schéma 77).112

-0-P
| N" 0 | N~ 0
o- o: o- o:
NH NH, NHBz NHBz

-0-P=0 N-_X -0-P=0 N~ N~ N~
o o</N | N/)N : o</N \ N/)N HO 0</N \ N/)N TBSO 0</N | N/)N
HO HNT<R HO HN\«R TBSO HN\(R TBSO N,
0 o o)
40, 41 38, 39 30, 31 6

Schéma 77 : Schéma rétrosynthétique permettant d’accéder aux 2’-amido ARNt 40 et 41

1) Synthése des 2’-amido dinucléotides

L’introduction d’un acide aminé via un lien amide en position 2’ a été obtenu en 2 étapes. Tout
d’abord I’hydrogénolyse de I'azoture 6 en présence de palladium permet d’obtenir 'amine 27
avec un rendement de 85% (Schéma 78). Le couplage entre le nucléoside 27 et I'acide aminé
Gly-Boc ou le dipeptide Gly-Gly-Boc a ensuite été réalisé en présence d’EDCI et d’'HOBt dans
le DMF a température ambiante pendant 16 h pour conduire a la formation des amides 28 et

29 avec des rendements respectifs de 32% et 86% (Schéma 78).

112 Mmellal, D., Fonvielle, M., Santarem, M., Chemama, M., Schneider, Y., lannazzo, L., Braud, E., Arthur, M., Etheve-
Quelquejeu, M. Org. Biomol. Chem. 2013, 11, 6161-616.
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Schéma 78 : Synthese des dérivés 2’-amido adénosines

Le traitement de l'amide 28 par une solution aqueuse d’acide ftrifluroacetique (1:1) a

température ambiante pendant 1 h a conduit a la formation du nucléoside 30 avec un trés bon
rendement de 97% (Conditions A, Schéema 79).

Dans ces mémes conditions, la déprotection de I'alcool en 5 du composé 29 a conduit a la

perte du groupement benzoyl sur 'amine exocyclique ; ce résultat, confirmé par spectrométrie

de masse rend le couplage nucléotidique impossible. Nous avons donc été amenés a

développer de nouvelles conditions et la déprotection du groupement TBS en position 5’ est

alors réalisée a 0 °C, pendant 4 h. Dans ces conditions, le monomeére 31 est obtenu avec un
rendement de 45% (Conditions B, Schema 79).

NHBz NHBz
N DN S
N N
< <
TBSO N N/) Condition A HO N N/)
0 TFAM,0, THF, ta, 1 h 0
R . R
TBSO HN—( Condition B TBSO HN—(
5 TEA/H,0, THF, 0°C, 4 h Y

28,R: % “NHBoc

(o)
29, R: EL/\N)K/NHBOC
H

30,R: % "NHBoc , 97%

Schéma 79 : Désilylation de la position 5’

(o}
31,R: L,LL/\N)‘K/NHBOC, 45%
H

Le couplage nucléotidique par la méthode de couplage aux phosphoramidites décrite

précédemment a été appliqué aux amides 30 et 31. En présence de la désoxycytidine
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phosphoramidite commerciale, les dinucléotides 32 et 33 ont été obtenus avec un rendement
de 82% et 67 % respectivement (Schéma 80).
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Schéma 80: Synthese des 2’amido-dinucléotides phosphorylés en position 5’

La phosphorylation de I'extrémité 5’ des dinucléotides a ensuite été réalisée en présence de
bis (2-cyanoéthyl)-diisopropylphosphoramidite 21 et de tétrazole dans I'acétonitrile. Une étape
d’oxydation par une solution de diiode a permis d’accéder aux composés phosphorylés 34 et

35 avec des rendements respectifs de 60% et 80% (Schéma 80).

Les dinucléotides 38 et 39 ont par la suite été obtenus aprés une phase de déprotection en
trois temps. Tout d’abord, un traitement par une solution de méthylamine permet de cliver les
groupements cyanoéthyle, acétyle et benzoyle. Un second traitement au fluorure de césium
permet d’accéder aux dinucléotides partiellement protégés 36 et 37 avec des rendements de
26% et de 15% (Schéma 81). Enfin le groupement Boc est clivé en présence de bromure de
zinc dans un mélange nitromethane/isopropanol. L'utilisation de ZnBr; permet de cliver des
groupements protecteurs en évitant les traitements acides ou basiques pouvant altérer les
dinucléotides et plus précisément les liaisons phosphodiesters.!*® Les dinucléotides 38 et 39

sont ainsi obtenus avec des rendements respectifs de 23% et 19% (Schéma 81).

113 g) Kaul, R., Brouillette, Y., Sajjadi, Z., Hansford, K. A., Lubell, W. D. J. Org. Chem. 2004, 69, 6131-6133; b)
Ferreira, F., Morvan, F. Nucleosides. Nucleotides and Nucleic Acids. 2005, 24, 1009-1013.
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Schéma 81 : Déprotection des 2’-amido dinucléotides

Nous venons de décrire la synthése des dinucléotides 2’-amide glycine et 2’-amide glycine-
glycine selon une approche pré-synthétique. Bien que cette méthodologie soit efficace, elle
nécessite de nombreuses étapes de synthéses et de purifications. Afin de développer une
méthode plus performante permettant d’'accéder a des analogues stables d’aminoacyl-ARNt
avec un lien amide, nous nous sommes donc tournés vers la ligation de Staudinger traceless.
Cette méthode permettra de créer en une seule étape le lien amide a partir d'un ARN-N; et

d’'une phosphine portant un acide aminé.

2) Acces aux analogues 2’-amido-ARNTt par ligation enzymatique

Les analogues stables d’aminoacyl-ARNt comportant un ou deux résidus glycines sont en
cours de synthése et d’analyse chez nos collaborateurs biochimistes au sein de I'équipe «
Structures bactériennes impliquées dans la modulation de la résistance aux antibiotiques »,
équipe 12 de 'TUMRS 1138 du Centre de Recherche des Cordeliers a Paris, dirigée par le Dr
Michel Arthur.

L’incorporation des dinucléotides 38 et 39 se fait selon les conditions décrites au chapitre Il
Brievement, les dinucléotides sont incorporés sur un ARNt par ligation enzymatique grace a
'ARN ligase du bactériophage T4 (T4RNA ligase). Un premier analogue stable de glycyl-

ARNt®Y 40 a été obtenu par ligation enzymatique entre le nucléotide 38 et un ARNt®Y de S.
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aureus de 73 nucléotides. La séquence de cet ARN correspond a celle de I'un des cinq
isoaccepteurs codant pour la glycine (ARNt9Y) chez S. aureus.''* Cet ARN déleté des deux
derniers nucléotides (CA) en position 3’ terminal de I'ARNt (Schéma 82) a été obtenu

biochimiquement par transcription in vitro par nos collaborateurs.
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Schéma 82 : Synthese des 2’amido-ARNt 40 et 41

La synthése du tRNA 41 comportant un motif Gly-Gly est actuellement en cours.

3) Evaluation biologique du Gly-ARNt 40

Afin de déterminer lactivité inhibitrice sur FmhB des 2’-amido-ARNt®Y synthétisés, nos
collaborateurs biochimistes réalisent des tests d’inhibition de I'amino acyle transférase FmhB
de S. aureus.'*15 Brievement, le test enzymatique consiste a acyler un ARNt®Y avec de la
glycine marquée au carbone 14. Cette réaction se fait grace a l'utilisation d’'une enzyme de
couplage, 'amino acyle synthétase GlyRS de S. aureus en présence d’ATP. La glycine radio-
marquée au carbone 14 est ensuite transférée par FmhB de 'ARNt®Y vers le substrat lipidique

(Lipide 1) de FmhB. Le produit formé lors de la réaction catalysée par FmhB ([**C]Gly-Lipid II)

114 Rietmeyer, L., Fix-Boulier, N., Le Fournis, C., lannazzo, L., Kitoun, C., Patin, D., Mengin-Lecreux, D., Ethéve-
quelquejeu, M., Arthur, M. Fonvielle, M. Nucleic Acids Research. 2021, 2, 648-699.

5Eonvielle, M., Bouhss, A., Hoareau, C., Patin, D., Mangin-Lecreux, D., lanazzo, L., Sakkas, N., El Sagheer.,
Brown, T., Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M. Chem. Eur. J. 2018, 24, 1491-1415.
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et la glycine radioactive sont séparés par chromatographie sur couche mince et identifiés par
autoradiographie. La quantité de produit formé durant la réaction est quantifiée par scintillation
liquide. L’activité de FmhB est déterminée en présence de concentration croissante du
composeé 40. La Clsp indiquée ici représente la concentration de la molécule 40 permettant de
faire baisser de 50% I'activité de FmhB (Schéma 83) dans les conditions du test enzymatique

utilisé.
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Schéma 83 : Test couplé GlyRS-FmhB pour la détermination deClso.

Les premiéres expériences réalisées semblent indiquer que la constante d’inhibition du
composé 40 pour FmhB est de I'ordre du micromolaire (Clso = 1,7 uM). Cette constante
d’inhibition est du méme ordre de grandeur que celles obtenus lors de I'étude d’'une autre
amino acyle transférase de la famille Fem (FemX de Weissella viridescens)!®. Ce résultat
semble indiquer que les analogues stables de Gly-ARNt comportant un lien amide entre le
résidu glycyle et TARNt sont bien reconnus par la transférase FmhB de S. aureus. Cependant,
I'activité inhibitrice est beaucoup moins bonne que certains inhibiteurs déja décrits récemment

par nos collaborateurs!!® (Clso de I'ordre du nanomolaire).

116 Mellal, D., Fonvielle, M., Santarem, M., Chemama, M., Schneider, Y., lannazzo, L., Braud, E., Arthur, M.,
Etheve-Quelquejeu, M. Org. Biomol. Chem. 2013, 11, 6161-6169.
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C) Synthése d’analogues d’ARNLt stables selon une approche post-synthétique
1) Généralités sur les phosphines acides aminés ou peptides

On retrouve dans la littérature peu d’exemples de LSt faisant intervenir des phosphines portant
des acides aminés ou des peptides. Le groupe de Raines a été le premier a développer des

thiophosphines-acides aminés comportant un lien clivable de type thioester relié a la

diphénylphosphine par un méthyléne (Schéma 84).17

o o
" Peptide2
G s een, N N
THF/H,0 H

Schéma 84 : Synthese peptidique par LSt

Ces phosphines se révelent trés efficaces puisqu’elles permettent de réaliser la ligation entre
deux peptides avec des rendements pouvant atteindre 96% lorsque 'acide aminé directement

lié a 'azoture est une glycine (Schéma 85).118

SN E
N S DMF/H,0 :
SN e, NSWNHBn _ DMFH,0 YNJN/\/NHBn
0 R B
o o R

R=H, R'=H, 95%

R=H, R'= CH,, 96%

R= CHj, R'= H, 93%

R= CHj, R'= CHy, 27%

Schéma 85 : LSt en présence de phosphines acide aminés

L’emploi d’acides aminés non-glyciniques reste par ailleurs plus complexe. En effet, les faibles
rendements de couplage observés peuvent s’expliquer par la formation d’un produit
secondaire V issu d’une réaction d’aza-Wittig.'® Au cours du mécanisme réactionnel, I'attaque
nucléophile de I'azote sur le carbonyle conduit a I'intermédiaire tétraédrique 1l. Dans le cas de
la ligation d’acide aminé glycinique, cette intérmediaire conduit a 'amide Il selon une LSt (Voie
A, Schéma 86). L’encombrement stérique dle aux chaines latérales lors de la ligation d’acides
aminés non glyciniques entraine une interaction allylique au sein de lintermédiare 1l. Ce

dernier se réarrange alors en formant une liaison phosphore-oxygéne conduisant a

117 Nilsson, B. L., Kiessling, L., Raines, R. T. Org. Lett. 2000, 2, 2141-2143.
118 Nilsson, B. L., Kiessling, L., Raines, R. T. Org. Lett. 2001, 3, 9-12.
119 Soellner, M. B., Tam, A., Raines, R. T. J. Org. Chem. 2006, 71, 9824-9830.
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l'intérmédiaire V. Le composé IV moins tendu conduit alors uniquement au composé V via un

rearrangement d’aza-Wittig (\Voie B, Schéma 86).

Eh s ® Voie A o Ph
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Qo i glycinique
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/ —— P_
ol e
acide aminé non O H
glycinique
v \"

Schéma 86 : Réarrangement d’aza-wittig en compétition avec la LSt.

Afin d’empécher ce réarrangement, un groupement O-méthoxy a été introduit en position para
sur chacun des phényles de la phosphine. Cette modification rétablit la densité électronique
autour du phosphore et déplace la réaction en faveur de la formation de 'amide (Schéma
87).120

H 9 O~
WN\)kS/\P . NSJ}(NHBn THF/H,0 N\)\NJﬁ(NHBn
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O R @ o R= Phe, 84%

Schéma 87 : LSt entre deux peptides non glyciniques

En 2003, le groupe de Raines a réalisé la synthése totale d’'une Ribonucléase bovine RNAase
(1-124), en liant 3 fragments peptidiques.'?! Une premiére étape de LSt a permis de connecter
le dipeptide FmocCys(Trt)Glu(OtBu)-SCH.PPh, correspondant au fragment (110-111) au
peptide azido contenant le fragment (112-124). Une seconde réaction de NCL a quant a elle
conduit a la formation de la RNAse. Pour cela la cystéine N-terminale du peptide (110-124) a
été liée au peptide (1-109) (Schéma 88).

120 Tam, A., Soellner, M. B., Raines, R. T. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 1173-1175.
121 Nilsson, B. L., Hondal, J. R., Soellner, M. B., Raines, R. T. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 5268-5269.
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Schéma 88 : Synthése total de RNAase par différentes méthodes de ligations chimiques

Une autre application intéressante de I'utilisation de ces phosphines-acides aminés est la
synthése de lactame de moyenne taille décrite par I'équipe de van Maarseveen.?? Leur
approche consiste a faire réagir I'acide carboxylique terminal d’'un peptide avec une
thiophosphine-borane, tandis que l'autre extrémité comporte un groupement azoture. En
présence de DABCO, la thiophosphine est déprotégée et peut réagir avec I'azoture selon une

LSt conduisant a un peptide cyclique (Schéma 89).

DABCO
THF/H,0,70 °C
N, GEESES COH o N -

NO c\o N—CZo

Peptide N> Ph P Ph\p/®

thP—>BH3 PH ﬁ
SH

H,0
o}
Ph-p! +
PH
SH

HN—C

Schéma 89 :Synthése de lactame par LSt

122 David, O., Meester, W. J. N., Bieraugel, H., Schoemaker, H. E., Hiemstra, H., van Maarseveen, J. H. Angew.
Chem. Int. Ed. 2003, 42, 4373-4375.
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Les phosphines-acides aminés ont également été utilisées pour accéder a des conjugués
glycosyl-peptide. Le groupe de Bernardi a en effet décrit la synthese de ces derniers a partir
d'un azoture de glycosyl déprotégé et d’'une phosphine portant un acide aminé protégé

(Schéma 90).123124

OH O NHCbz OH

)
OH Hﬂm"‘s OMCOOMe HO 0 OH
OH PPh, o on o
HO o H Ny HO
HO NT(\‘/COOMe HO on
0

OH 1) DMA/DMPU, 40° C, 18 h 1) DMA/DMPU, 40° C, 18 h HN COOMe
2)H,0,40°C,2h 2) H,0,40°C,2h
2329 25% O  NHCbz

Schéma 90 : Synthése de glycosyl amide par LSt

La stéréosélectivité de la LSt a également permis au groupe de Guo d’accéder a des
analogues de I'antigéne humain CD52 par ligation entre la séquence peptidique compléte de
I'antigéne lié au partenaire phosphinothiol et d'un tri-mannose sur lequel un azoture a été
introduit. Le conjugué glycane-peptide a ainsi été obtenu avec un rendement de 78% lorsque

I'amine est protégée (Schéma 91).1%

(o]

9H2CH2NNH2
GH2CHoN, HO-P-0 o
Ho—élf—o 0.0 BH, OHH%
HO 1’
HO BocHNSv Ph, o— Ho o
TN I “a&
HO
HO 1) DABCO, DMF/H,0, 40 °C, 24 h o Ho
O—Ho 2) TFA, Et;SiH DCM, ta, 3 h HO 0
HO —C HO
He 78% OCH,4
OCH,

Schéma 91 : Synthése de I'analogue de I'antigene humain CD52 par LSt

A notre connaissance et comme le montrent les exemples que nous venons de présenter,
I'utilisation de phosphines acides aminés déprotégées n’a jamais été décrite. Nous souhaitons

donc étudier la réactivité de ces dernieres dans le cadre de la LSt.

123 Bjanchi, A., Bernardi, A. J. Org. Chem. 2006, 71, 12, 4565-4577.
124 Nisic, F., Andreini, M., Bernardi. A. Eur. J. Org. Chem. 2009, 5744-5751.
125 7Zhu, S., Guo, Z. Org. Lett. 2017, 19, 3063-3066.
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2) Synthese des phosphines acides aminés

Afin d’accéder a des phosphines portant des acides aminés déprotégés, nous envisageons
une stratégie en deux étapes (Schéma 92). Une premiére étape permettra de coupler un acide
aminé protégé au diphénylphosphanyl phénol, puis le groupement protecteur porté par 'amine

pourra étre clivé afin d’obtenir les phosphines acides-aminés déprotégées correspondantes.

Ph\P/Ph Ph\P/Ph

Ph___Ph
P
OH HO Couplage o Déprotection o
o o o]

Schéma 92 : Stratégie de synthése des phosphines acides aminé déprotégées

Dans un premier temps nous avons synthétisé des phosphines-glycine portant différents
groupements protecteurs (Fmoc, Cbz, Trt et Boc). Pour cela le diphénylphosphanyl phénol a
été mis en présence des résidus glycines, de DCC et de DMAP a température ambiante
pendant 16 h dans le DCM. Les phosphines ester correspondantes 42-45 ont ainsi été isolées

avec de bons rendements compris entre 50% et 78% (Schéma 93).

Ph.__Ph
Ph_,Ph P
OH DCC, DMAP o
HO ’ NHR
[:E]/ + \W/\NHR [:ij/ Tg/\
o DCM, ta, 16 h
42-45
Ph.__Ph Ph.__Ph R
P i P i Ph_Ph O Ph_,Ph o
o ) 0 o o~y
N O N~ o
TV T 1Y TN
) ) ) e )
42 43 a4 a5
50% 62% 78% 67%

Schéma 93 : Syntheése de phosphines-glycine ester protégées

Nous avons ensuite réalisé un premier essai de déprotection du groupement Fmoc, en traitant
la phosphine 42 par une solution de 20% de pipéridine dans le DMF a température ambiante
pendant 16 h. Dans ces conditions, nous avons observé I'hydrolyse du lien ester et I'oxydation
du diphénylphosphanyl phénol qui en résulte (Tableau 2, Entrée 1). L’hydrogénation pallado-
catalysée de la phosphine 43 permettant de cliver le groupement Cbz a également conduit a

la dégradation de la phosphine (Tableau 2, Entrée 2). De la méme facon le traitement de la
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phosphine 44 par une solution de TCA a 5% dans le DCM ne permet pas d’obtenir le composé

déprotégé 46 (Tableau 2, Entrée 3).

En s’inspirant des conditions de déprotection du groupement Boc sur des fonctions amines
portées par des esters phénoliques, la phosphine 45 a été traitée par une solution de 15% de
TFA dans le DCM a température ambiante pendant 2 h.12¢ La phosphine déprotégée 46 a ainsi

été obtenue avec un rendement de 30% sous la forme de sel de TFA (Tableau 2, Entrée 4).

Ph_.__Ph

Ph\P/Ph N
©/OT¢NHR Déprotection ©/0$NH2
© (o]
42, R= Fmoc 46
43, R= Chz
44, R=Trt
45, R= Boc
Entrée Phosphine Conditions Produits
Ph_ H _Ph
. 42 Piperidine 20% oH
DMF, ta, 16 h
Ph_ H _Ph
Hz, Pd/C, H
2 43 THF, ta, 16 h @ (j
Ph_ H _Ph
TCA 5% ’
3 44 DCM, ta, 5 min (j (j
9 46
& 45 TFA 15%
DCM, ta, 2 h 0%

Tableau 2 : Mise au point des conditions de déprotection des phosphines acides aminés.

Ces conditions ont par la suite été étendues a la synthése de phosphine-acide aminés non
glycinique. Le diphenylphosphanyl phénol commercial a été couplé a différents acides aminés-
NHBoc, permettant ainsi d’obtenir les phosphines 47-49 avec des rendements allant de 68%

a 96%. La déprotection de ces derniéres, dans les conditions précédemment mises au point,

126 Rajdev, P., Chakraborty, S., Schmutz, M., Mesini, P., Ghosh, S. Langmuir. 2017, 33, 19, 4789-4795.
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a permis d’isoler la phosphine-Ala-NH; 50 avec un bon rendement de 78%, la phosphine Val-
NH251 avec un rendement de 86%, et enfin la phosphine-phénylalanine-NH; 52 a été obtenue

avec un rendement de 73% (Schéma 94).

Ph___Ph Ph.__Ph Ph.,_Ph
- ~p- P R
B oH R P o R TFA 15%, o -
HO. DCC, DMAP DCM, ta, 2 h NH
©/ - Y\NHBOC TﬁNHBoc Y\ 2
o o
o DCM, ta, 16 h
47, R= CH,, 85% 50-52

48, R=iPr, 96%
49, R=CH,Ph, 86%

e

Ph___Ph
Ph\P/Ph . P \j/ Ph‘P”Ph .
o N 0 - .
N NH, [ NH, OY\NHZ
0o o o
50 51 52
78% 86% 73%

Schéma 94: Déprotection des phosphines-acides aminés

3) Synthése des phosphines peptides

Dans le cadre de I'étude des transférases de Fem chez S. Aureus, nous avons envisagé la
synthése de phosphines-peptides glyciniques. Pour cela le dipeptide Gly-GlyBoc 53 a été
couplé a la diphenylphosphanyl phénol en présence de DCC et de DMAP. La phosphine 54

est alors obtenue avec un rendement de 28% (Schema 95).

Ph___Ph
P

Ph.__Ph
g Louye
OH o NHBoc
DCC, DMAP
@/ . HovNKNHBoc jﬁ”
o H DCM, ta, 16 h Y
55

28%
53

Schéma 95 : Synthése de la phosphine dipeptide-Gly-Gy-Boc 55

Ce faible rendement peut s’expliquer par la présence de DCU rendant la purification difficile.
Nous avons donc remplacé le DCC par un autre carbodiimide I'EDCI qui a la capacité de
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générer une urée soluble dans I'eau.'” Dans ces nouvelles conditions, en présence de HOB,
les phosphines-peptides esters 55 et 56 sont obtenues avec des rendements respectifs de 50
et 71% (Schéma 96).

Ph.__Ph Ph.__Ph Ph___Ph
i i TFA 15% i
o
©/OH . HoR EDCI, HOBt @OTR DCM. ta 2 h OTR
r DCM, ta, 16 h 0 o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TS ST T T T T T T T T T T T TS ST TS TS s -o_ ________________
’ 0 o
NH
o~ NHBoc N )K/NHBOC o ._/\N)K/ 2, 32%
53R Hk s5,R%C N 50% stRE N

o O
H H
R: N 56,R: o "~ )K/N
54, 3&/\”& TOhNHB“ % H jO(\NHBoc, 71%

Schéma 96 : Conditions de couplage des phosphines peptides

Le traitement des phosphine 55 et 56 par une solution de 15% de TFA dans le DCM, hous a
ensuite permis d’isoler les composés 57 et 58 avec des rendements de 32% et 80% (Schéma
96).

4) Ligation de Staudinger traceless
i) Evaluation de la réactivité des phosphines acides aminé comportant une

fonction amine libre

Cette étude a été menée en collaboration avec I'équipe du Dr Pauline Poinot de I'Université
de Poitiers qui a réalisé I'optimisation des conditions de purification et d’analyse des produits
de LSt.

Tout d’abord nous avons fait réagir le dinucléotide modéle 9 avec la phosphine-GlyNH, 46
dans les conditions de LSt mise au point dans le chapitre 1l. Chaque produit de la réaction a
pu étre identifié et quantifié. Le produit de ligation 59 a donc été obtenu avec un rendement
de 12%, en compétition avec la formation majoritaire du produit de réduction 13 avec un
rendement de 88%. On peut également noter que dans ce cas, I'espéce cyclique de type

oxazaphospholane n’a pas été observée (Tableau 3, Entrée 1).

127 sheehan., J. C., Cruickshank. P. A, Boshart, G. L. J. Org. Chem. 1961, 26, 2525-2528.
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La réactivité de la phosphine-AlaNH. 50 a ensuite été évaluée en présence du dinucléotide 9,
dans les conditions de LSt. La formation de 'amide 60 a été observée avec un rendement de
18%, tandis que le produit de réduction 13 a été obtenu avec un rendement de 82% (Tableau
3, Entrée 2).

En présence de la phosphine 51 le produit de ligation 61 a été obtenu avec un rendement de
4% ; 'amine 13 étant formée majoritairement avec un rendement de 88%. Au cours de la
réaction I'oxazaphospholane 61’ a également été observé avec un rendement de 8% (Tableau
3, Entrée 3).

NH, NH, NH, NH,
‘ XN ‘ NN ‘ SN ‘ XN
HO
HO N/go N/go HO NKO HO N/&o
:o: o o o
? NHz PPh R 0 ) o N2 o NH,
I 2 = 1) DMF/H,0,70°C,4h _g-p=0 N-_-\ _p= N _p= N
-0-P=0 N N o. 2> | ; N -0-P=0 | N -0-P=0 | N
o </N \ J o WANHZ 2)H,0,70°C, 2 h o <N | N/) + o <N \ J + 0 <N \ P
1 o N o ;o: o N o N
R
~NH
HO N, HO NH{ 2 O__NH R HO NH,
o] Ph Pho\(\NHz
9 o 13
Produit de ligation Oxazaphospholane Produit de réduction

Entrée R Plr%(;ltjiié:e Oxazaphospholane T;gﬂlélttlgne
1 H (Gly) 46 59, 12%3 - 13, 88%3
2 CHs (Ala) 50 60, 18%2 - 13, 82%?2
3 iPr (Val) 51 61, 4%?2 61’, 8%? 13, 88%?2

Tableau 3 : Evaluation des phosphines- acides aminés NH, dans la LSt 2 : rendement déterminé par HPLC, par
intégration des pics a 254 nm

Nous avons ensuite étudié la réactivité des phosphines peptides 57 et 58 (Tableau 4). Dans
le cas de 57, le produit de ligation n’est pas formé, tandis que le produit de réduction 13 est
majoritairement obtenu avec un rendement de 72%. L’oxazaphospholane 62’ est également

formé avec un rendement de 28% (Tableau 4, Entrée 1).

La phosphine 58 substituée par le tripeptide Gly-Gly-Gly-NH, permet de former le produit de
ligation 63 avec un rendement de 10% ; 'amine 13 et I'oxazaphospholane 63’ étant obtenus

avec des rendements respectifs de 47% et 37% (Tableau 4, Entrée 2).
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HO ‘/& g:i HO ‘/& gl:i

N"So N Yo
) HO N o o HO o
o o
NH,

o NH, PPh . NH o
o-pzo N 2 1) DMF/H,0, 70 °C, 4 h 0 2 obo N o NH,
AN N O__R 2)H,0,70°C,2h 0-P=0 N__A N | ¢ N 0-P=0 N-_A
) L. b o <] J ot ° NPt WS
o N ° NN o N ° N N/)

9 Produit de ligation Oxazaphospholane Produit de réduction
Entrée R Plr_odu_lt de Oxazaphospholane P[odun_ de
igation réduction
U o/ a 0fHa
1 Gly-Gly-NHa, 57 ) 62, 28% 13, 72%
2 Gly-Gly-Gly-NHz, 58 63, 10%2 63’, 37%? 13, 47%2

Tableau 4 : LSt en présence de phosphines di et tri peptides. 2: rendement déterminé par HPLC, par intégration
des pics a 254 nm.

A travers cette série de résultats, nous avons constaté que I'utilisation de phosphines acide
aminé déprotégées, pouvait conduire a la formation d’une liaison amide par LSt. Les
rendements sont cependant relativement faibles et la réduction compétitive est majoritaire.
Afin d’optimiser les rendements en faveur de la formation du 2’-amido-dinucléotide, nous nous

sommes intéressés a la réactivité des phosphines acides aminés protégés.

ii) Evaluation de la réactivité des phosphines acides aminés protégés

Dans un premier temps nous avons fait réagir, le dinucléotide modéle 9 en présence des
phosphines acides aminés Gly-NHBoc 45 et Ala-NHBoc 47, dans un mélange DMF/H.O a 70
°C pendant 4 h suivi d’un traitement aqueux a 70 °C pendant 2 h. Les produits de ligation ont
ainsi été obtenu avec des rendements respectifs de 29% et 35%. Nous observons également
la formation majoritaire de 'oxazaphospholane avec un rendement de 63% dans le cas de la
Gly-Boc 45 et 46% pour Ala-Boc 47. Le phénomene de réduction est ici minoritaire, I'amine 13

est formée avec des rendements compris entre 6% et 20% (Tableau 5).
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NH, NH, NH, NH,

B B & B
HO NKO Ho Nx&o Ho N/&o HO N,go
o: o o (o]
NH o} NH, NH NH,
0 g o N ‘ fPhe g 1) DMFH,0,70°C, 40 o &5 N~ 0 lc': o N 2 0 :':fo N
= SN o~ 2) H,0,70°C,2h T ¢ N PR g =N Y =N
o < T J . N NHBoc 2 Mz o S L oe < . el <
NTN o ) N W NN N">N
o] o o :o:
R
HO N, HO NHX(NHBOC O NH HO NH,
o Ph” \Pho H
9 WANHBOC 13
o]
Produit de ligation Oxazaphospholane Produit de réduction
. Produit de Produit de
Entrée R S Oxazaphospholane . X
ligation réduction
1 H 45 64, 29%?2 64’, 63%? 13, 6%*
2 CHs 47 65, 35%?2 65’, 46%? 13, 20%?2

Tableau 5 : LSt en présence des phosphines 45 et 47. 2 : rendement déterminé par HPLC, par intégration des
pics a 254 nm.

La réactivité des phosphines di-peptide 54 et tri-peptide 57 a ensuite été examinée. Dans les
conditions de LSt, le produit de ligation est observé avec des rendements respectifs de 13%
et 21%. En présence de la phosphine 54 la formation de I'oxazaphospholane 66’ étant
majoritaire ce dernier est obtenu avec un rendement de 83%, alors que le produit de réduction
13 est formé avec un rendement de 4%. La phosphine 57 conduit a la formation de
I'oxazaphospholane 67’ et du produit de réduction 13 avec des rendements respectifs de 48%
et 31% (Tableau 6).
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NH, NH, NH, NH,

B B B Y
HO
HO N’&o HO N/&o N/&O HO N/&O
o] 0 o o
NH, PPh o NH, 9 NH, o NH,
_ 2 1) DMF/H,0, 70 °C, 4 h _ _p= N L
0-P=0 N~ 20 J 0-P=0 N~ -0-P=0 X -0-P=0 N~
¢ N " _2H0,70°c, 21 6 ¢ 10 o <1 )N o <7 J‘
N N/) + o N N/) + N“>\T o+ NN
:o; :0; ;0; o
R
HO Nj HO NHT< O.__NH HO NH,
>PZ
° Ph”|~Ph o)
SR
9
R
Produit de ligation Oxazaphospholane Produit de réduction
. Produit de Produit de
Entrée R . Oxazaphospholane . X
ligation phosp réduction
1 66, 13%? 66’, 83%? 13, 4%*

Gly-Gly-NHBoc 54

2 Gly-Gly-Gly-NHBoc 57 67, 21%? 67’, 48%? 13, 31%2

Tableau 6 : LSt en présence de phosphines peptides protégés. 2: rendement déterminé par HPLC, par intégration
des pics a 254 nm.

L’analyse des données expérimentales de cette étude montre que les phosphines protégées
par un groupement Boc permettent d’obtenir le produit de ligation dans des proportions deux
fois plus importante que lorsque la réaction est effectuée en présence de phosphines-acides
aminés NH.. La formation de I'oxazaphospholane reste cependant majoritaire. Ces résultats
sont en accord avec le mécanisme proposé au chapitre Il. La premiére étape du mécanisme
réactionnel conduirait a la formation de I'iminophosphorane Il. En présence de phosphine
portant des acides aminés protégés par un groupent Boc, I'attaque nucléophile de I'azote sur
le carbonyle électrophile serait défavorisée par 'encombrement stérique généré par le
groupement protecteur (Voie A, Schéma 97). Dans ce cas l'attaque de I'hydroxyle sur le
phosphore conduisant au composé cyclique V serait majoritaire ( , Schéma 97).
L’'oxazaphospholane V pourrait ensuite étre réduit en présence d’eau pour conduire au
composé VII. Lorsque I'acide aminé est déprotégé, ce dernier est sous forme chlorhydrates et
constituerait une source de proton. L’azote de 'oxazaphospholane présentant un fort caractére
basique (pKa = 22.7),'2® pourrait se protoner (Voie C, Schéma 97) et se réduirait

instantanément en amine VII.

128 Nunez, M. G., Farley, A. G., Dixon D. J. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 16348-16351.
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Schéma 97 : Mécanisme réactionnel proposé pour la LSt en présence de phosphines acide aminés

Nous avons montré a travers cette série de résultat que le 2’amido-dinucléotide était obtenu
dans des proportions plus importante lorsque l'acide aminé était protege Nous avons donc

envisagé une stratégie permettant de déprotéger 'acide aminé apres I'étape de LSt.
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ii)

Etape de déprotection du groupement Boc aprés LSt

Afin d’améliorer le rendement de LSt en faveur de 'amide nous avons opté pour une stratégie

en 2 étapes. Dans un premier temps la ligation est réalisée en présence de phosphines portant

I'acide aminé protégé par le groupement Boc, puis ce dernier présent sur le produit de ligation

est clivé en présence de ZnBr.. Dans ces conditions le produit de ligation 59 est obtenu avec

un rendement de 13% en présence de 45 (Tableau 7, Entrée 1) tandis qu’en présence de 47,

le composé 60 est obtenu avec un rendement de 30% (Tableau 7, Entrée 2).

NH,
SN

(X

N~ ~O
b

HO

NH,

o
KNl
&

HO N,

9

PPh,

R

OWANHBOC 3) ZnBr,, MeNO,/iPrOH, 24 h, 25°C "0~
o

1) DMF/H,0, 70 °C, 4 h
2)H,0,70°C,2h

NH, NH,
»: Y
ho LK, ho LK,
EO: o:
o NH; o NH,
= N _p=
6o TN Ty
N N/) + o N /) +
o o N
R
HO NH\\(NHZ O‘P/NH

Produit de ligation

R
Ph|"Ph  ~
SR
o

Oxazaphospholane

a Produit de Produit de
Entrée R ligation Oxazaphospholane réduction
1 H 45 59, 13%? 59’, 49%2 13, 83%?

2 CHz47 60, 30%? - 13, 70%?

s

HO

o NH,
-O*F"ZO N SN

| 4

o] <N | N/)

Produit de réduction

Tableau 7 : LSt en présence de phosphines-peptides protégés. 2: rendement déterminé par HPLC, par intégration
des pics a 254 nm.

La déprotection de la fonction amine de I'acide aminé porté par la phosphine aprés I'étape de

ligation nous a permis d’augmenter les proportions du composé désiré. En effet, cette stratégie

nous permet de passer de 12% a 13% pour la ligation d’'une glycine et de 18% a 30% pour la

ligation de l'alanine. Ces conditions semblent les plus adéquates pour introduire un acide

aminé en position 2’ d’'un dinucléotide par LSt.
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D) Conclusion

Dans le but d’accéder a des analogues d’aminoacyle ARNt 2’ amide, nous avons développé

deux stratégies différentes :

Une premiére stratégie reposant sur un couplage peptidique nous a permis d’obtenir, aprés
ligation enzymatique, deux ARNt: le 2’-amido-Gly-ARNt®Y et le 2’-amido-Gly-Gly-ARNt®Y
(Figure 8). Le 2’-amido-ARNt®Y a été testé pour l'inhibition de FmhB et a révélé un Clso de
l'ordre du uM. Ces ARN vont également pourvoir étre utilisé par nos collaborateurs afin

d’étudier la processivité de FemA et FemB.

NH, NH,
| |
? N o N
|
0=P-0 NAO 0=P-0 N/go
(o} o . o
NH, o NH,
_p= N _p—
OZO/fN RS
N N/) o N /)
o )
NH,
HO HN{NHZ HO HN{H
o o)
2'-amido-ARNt®Y 2'-amido-ARN{CY-Gly

Figure 8 : 2’-amido-ARNtCY et 2’-amido-ARNtCYY-Gl obtenus selon une stratégie pré-synthétique.

Dans un second temps, nous avons mis au point des conditions de ligation de Staudinger
permettant d’accéder a ces analogues d’ARNt. Les conditions ont été validées sur un
dinucléotide modéle en présence de différents acides aminés et nous envisageons leur

application sur un ARN-2’-N3 (Schéma 98).
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A) Mise au point des conditions de LSt sur un dinucléotide modéle

NH, NH;
- ~N o- ﬁ%u
! | |
o-po_ L K o-p-o_ L K _
O- Cl: 0- 0.
0 NH; Ligation de Staudinger o NH;
| traceless |
-0—|T'=0 </Nf\~ -0—?:0 /N =N
o N— P Ph.__Ph 6. < 1 P

h O r® b\,

@ :cly. Aia, val cly-Gly-Gly,

B) Perspective d’application de la LSt sur un ARN

NH, NH;

ARN N ARN N
o<1 ) L)
o 2 Ligation de Staudinger  © N >
\\ o NN 1o N

traceless

HO N, Ph“p’Ph HO HN‘».f.
o. @ 0
0

. : Gly, Gly-Gly, Gly-Gly-Gly

Schéma 98 : A) Mise au point des conditions de LSt sur un dinucléotide modéle, B) Perspective d’application de la LSt pour la

fonctionnalisation d’ARN par des acides aminés.
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CHAPITRE IV

Etude de la réactivité de I'adénosine dans des réactions de Staudinger
traceless et application a la synthese d’analogues de bisubstrats pour
I’étude de méthyltransférase d’ARN






A) Introduction

Dans les chapitres précédents, nous avons montré le potentiel synthétique de la LSt pour la
formation de liens amides afin de fonctionnaliser un ARN. Dans ce chapitre, nous avons pour
but d’étudier la réactivité des positions C6 et 5-OH de I'adénosine dans des réactions de
Staudinger traceless (Figure 9A). Nous utiliserons ensuite les conditions mises au point pour
accéder a des composés de type « bisubstrat » dans le cadre de I'étude de méthyltransférases
d’ARN. Notre objectif est de synthétiser des dérivés dans lesquels deux adénosines seront
reliées par un lien amide entre les positions C6 et 5’-OH de I'adénosine (Figure 9B). L'acces
a ce type de conjugués passe par I'étude de la réactivité des positions C6 et 5’-OH en présence

de phosphines dans les conditions de LSt

f A) Chapitre IV )

0 N
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|
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Figure 9 : A) Structure cible ; B) Application de la LSt a la fonctionnalisation de différentes positions réactives de
I'adénosine

B) Etude de la réactivité de la position 6 de I'adénosine par la LSt
1) Synthése de la C6-azido adénosine

L’étude de la réactivité de la position C6 par la LSt nécessite I'accés a des dérivés 6-azido
adénosine. Afin d’accéder a ce type de composés, nous nous sommes intéressés a la stratégie
développée par le groupe de Lakshman en 2010 basée sur [l'utilisation de nucléosides

convertibles.1?®

129 Lakshman, M. K., Snigh, M. K., Parrish, D., Balachandran, R., Day, B. W. J. Org. Chem, 2010, 75, 2461-2473.
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En effet, I'inosine traitée par le BOP en présence d’'une base non nucléophile permet de
générer in situ un nucléoside hautement électrophile stable et facilement isolable, pouvant

réagir avec une grande diversité de nucléophiles (Schéma 99).1%°

o Nu
N N A
NH N
2 2
RO <N L RO <N L
o N BOP, Base 0 N
RO OR oH RO OR
NHRR,,
R-OH, R-SH, R-NH,
R'= GP ou H

Schéma 99 : Fonctionnalisation de la position C6 de I'adénosine en présence de BOP et de différents
nucléophiles.

Des études mécanistiques réalisées par le groupe de Mansour montrent que la premiére étape
du mécanisme consiste en l'attaque de I'oxygéne exocyclique de I'inosine sur le phosphore
électrophile du BOP, conduisant ainsi a la formation d'un intermédiaire de type phosphonium
I. Ce dernier réagit avec I'anion "OBt afin de conduire au nucléoside hautement électrophile II,
qui peut alors réagir avec un nucléophile afin de conduire a I'adénosine Il (Voie A, Schéma
100). En présence d’'un composé hautement nucléophile, l'intermédiaire réactionnel | peut

réagir directement et conduire au composé d’intérét 11l (Voie B, Schéma 100). 13!

130 Bge, S., Lakshman, M. K. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 782-789.
1381 Wan, Z. K., Wacharasindhu, S., Levins, C. G., Lin, M., Tabei, K., Mansour, T.S. J. Org. Chem. 2007, 72, 10194-
10210.
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Schéma 100 : Mécanisme d’activation de l'inosine par le BOP

En nous basant sur 'ensemble de ces travaux, le composé 69 a été synthétisé selon le

schéma réactionnel 101.

(o} N;
N N Conditions A N SN
NH NH N
y 2
wo. < ) mso. < _J"' BOP, DIPEA,NaN; gs0 <N »
NT>N o NN DMF, ta, 24 h o N
TBDMSCI, Imidazole 18%
HO OH DMF, rt, 48 h TBSO OTBS Conditions B TBSO OTBS
87% 68 BOP, DIPEA, NaN; 69

DMSO, 40°C,3h 30
21%

SchémalOl : Synthese de la C6-azido adénosine trisilylée 69

La premiere étape de la synthése consiste en la protection des groupements hydroxyles de
l'inosine par le tert-butyldiméthylsilyle. Le composé 68 est alors obtenu avec un rendement de
87 %. Afin d’introduire I'azoture en position 6, une réaction de substitution nucléophile
aromatique (SNAr) a été réalisée en présence d’azoture de sodium, de BOP et de DIPEA dans
le DMF & température ambiante pendant 24 h. Dans ces conditions le composé 69 a été isolé
avec un rendement de 18 % (Conditions A, Schéma 101). La réaction a également été réalisée
dans le DMSO, a 40 °C pendant 3h30, ce qui a permis d’accéder au composé 69 avec un
rendement de 21% (Conditions B, Schéma 101).
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L’analyse des spectres RMN 'H du composé 69 réalisés dans le CDCI; montre la présence de
2 pics caractéristiques vers 6 ppm (H-1’) correspondant a la présence de 2 nucléosides. Cette
hypothése est renforcée par la présence de plusieurs signaux dans la zone des protons

aromatiques intégrant pour 4H (Figure 9).
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Figure 9 : Spectre RMN 'H des composés 69 et 69’

En effet, dans le cas des composés aza-aromatiques portant un groupement azoture en alpha
d’un atome d’azote, un équilibre s’établit entre la forme ouverte azido (composé 69) et la forme
fermée tétrazole (composé 69’). Cet équilibre est influencé par le caractére acido-basique du
solvant. Dans le TFA seul le composé 69 est observé.'*? La constante diélectrique du solvant
joue également un réle sur I'équilibre entre les deux formes 69 et 69’ : plus la constante
diélectrique du solvant augmente et plus I'équilibre est déplacé en faveur du composé 69’.
Dans le chloroforme les deux formes sont présentes dans des proportions équivalentes
(Figure 9).133

132 a) Temple, C., Jr., Thorpe, M. C., Coburn, W. C., Jr., Montgomery, J. A. J. Org. Chem. 1966, 31, 935-938; b)
Temple, C., Jr., Kussner, C. L., Montgomery, J. A. J. Org. Chem. 1966, 31, 2210-215.
133 Temple, C., Jr, Thorpe, M. C., Coburn, W. C., Jr., Montgomery, J. A. J. Org. Chem. 1966, 31, 935-938.
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La stratégie décrite par Lakshman nous a permis d’accéder au composé 69 mais avec un
rendement faible. Nous avons alors décidé d’opter pour une autre stratégie qui consiste a

réaliser la SN sur la 6-chloro adénosine totalement déprotégée (Schéma 102).

o cl Ny
N N X N X
NH y N % N
HO </N \ J 1) TFAA, DCM, ta,16h  HO <Nf\/) HO <Nf\/)
N N N
o 2) SOCI,, DMF, reflux, 16 h o NaN, o
e
HO OH 3) MeOH, reflux, 16 h HO OH DMF, 60 °C, 16 h HO OH
62% 70 72% 7

Schéma 102 : Synthése de la C6-azido adénosine 71 a partir de la C6-chloro adénosine 70

La 6-chloro adénosine 70 a été synthétisée a partir de I'inosine commerciale en 3 étapes.®**
Un traitement par l'anhydride ftrifluoroacétique dans le DCM permet de protéger
temporairement les groupements hydroxyles, puis la chloration est réalisée en présence de
chlorure de thionyle dans le DMF a reflux pendant 16 h. Une derniére étape de trans-
estérification en présence de méthanol permet d’obtenir 'adénosine chlorée 70 avec un
rendement de 62%. Ce composé a ensuite été traité par une solution de NaNs dans le DMF a
60 °C pendant 16 h. Dans ces conditions la C6-azido-adénosine 71 est obtenue avec un
rendement de 72% (Schéma 102).

Le composé 71 étant soluble uniqguement dans le DMSO, seule la forme tétrazole 71’ est
observée en RMN *H (Figure 10).

134 Zhao, H., Pagano, A. R., Wang, W., Shallop, A., Gaffney, B. L., Jones, R. A. J. Org. Chem. 1997, 62, 7832-
7835.
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Figure 10 : Spectre RMN 'H du composé 771’dans le DMSO

2) Ligation de Staudinger traceless

Un premier essai de LSt a été réalisé sur le composé 69 en présence de la phosphine 10b, la

réaction est réalisée dans un mélange DMF/H-O a 40 °C pendant 16 h. Dans ces conditions,

seul 'iminophosphorane 72 a été isolé avec un rendement de 90% (Schéma 103).

o
Ph. ,Pho)b
NaP\i:l

N N

< \/)

N3
&y
TBSO N | N/) PPh, DME/H,0 TBSO
(o] (o] 40°C,18h
+ e
TBSO OTBS ° 90% TBSO OTBS
69 10b 72

Schéma 103 : Etude de la réactivité de C6-azidoadénosine 69 en présence de la phosphine 10b
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La LSt a ensuite été appliquée au nucléoside déprotégé 71 en présence de la phosphine 10d
dans un mélange DMF/H0. La réaction a conduit a la formation du produit de réduction 73
avec un rendement de 69% ainsi qu’a I'iminophosphorane 74 avec un rendement de 31%
(Schéma 104).

N Ay N Ay Ny
7/ 74 7/
HO <Nf\/) PPh, N, o, ¢ f\/) o <l J
)

OM DMF/H,0, 40 °C, 18 h o

D — +

+ o]
HO OH HO OH HO OH
71 10d 73 74
69%2 (18%)P° 31%32 (8%)°

Schéma 104 : Etude de la réactivité de la C6-azido adénosine 71 en présence de la phosphine 10d. 2: rendement
déterminé par HPLC, par intégration des pics a 254 nm. P: rendement isolé.

Comme le montre ces deux résultats, la formation des dérivés iminophosphoranes ne dépend
pas de la nature de la phosphine mais de la stabilisation de cet adduit formé au cours de la
LSt. Cela peut s’expliquer par le fait que les électrons de la liaison N-P sont engagés dans la
mésomérie du noyau aromatique de l'adénine. Cela rend le doublet de l'azote moins
nucléophile et ne permet pas le transfert d'acyle. La réaction s’arréte donc a
l'iminophosphorane stabilisé. Ce dernier peut également étre hydrolysé et conduire a 'amine
73 (Schéma 105).

o) )
MR MR
Ph\P/Ph o Ph\P/P®h o
N3 NS N7 NH,
N B N N ‘ N B
N >N N N
HO < J PPh HO < ‘(4) HO < | y HO < /)
NN 2 N NN NN
o o_R o NO o 0 o
. g H,0
o —_— - —_—
HO OH HO OH HO OH HO OH
71 | 73

Schéma 105: Formation d’un iminophosphorane stabilisé

Afin d’augmenter la réactivité de 'iminophosphorane, nous avons envisagé d’éloigner I'azoture

du noyau aromatique par l'intermédiaire d’'un lien alkyle. L’introduction de ce dernier en
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position C6 a été réalisée par SNar a partir de I'inosine commerciale en présence de la 2-
azidoéthylamine 75. Selon la stratégie d’activation en présence de BOP,** e composé 76 a

ainsi été obtenu avec un rendement de 94% (Schema 106).

N
o HN 3
. " .l
NH A~Ns3 N
4 H,N ¢ 7
HO <N \ N/) 75 HO N N/)
o
o BOP, DIPEA
HO OH DMF, ta, 24 h HO OH
94% 76

Schéma 106 : Synthése de la N6-azido éthyle adénosine 76

Pour réaliser notre étude, nous avons choisi la phosphine-Phe-NH, 52 comme phosphine
modéle. Cette derniére a été mise en présence du nucléoside 76, dans un mélange DMF/H,0
a 40 °C pendant 16 h. Dans ces conditions, le produit de ligation a été formé avec un
rendement de 28%, en compétition avec le produit de réduction 78 obtenu avec un rendement
de 40%. Un sous-produit de type formamide 79 a également été formé avec un rendement de
32% (Tableau 8, Entrée 1). Afin de comprendre la formation de ce produit de formylation, nous
avons tout d’abord étudié I'influence de la phosphine. Pour cela, le nucléoside 76 a été mis en
présence de PPhzdans un mélange DMF/H,O. Dans ce cas, la réaction conduit exclusivement
au produit de réduction 78 (Tableau 8, Entrée 2). Puis, nous nous sommes intéressés a I'effet
du solvant sur la LSt entre le composé 76 et la phosphine 52. La réaction a été réalisée dans
un mélange THF/H.0 a 40 °C pendant 16 h. Le produit de ligation et le produit de réduction
ont été obtenus avec des rendements respectifs de 33% et 66%. Le formamide n’a pas été

observé dans ces conditions (Tableau 8, Entrée 3).

135 Bae, S., Lakshman, M. K. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 782-789.
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N N__R N__H
HN/\/ 3 HN/\/ T HN/\/NH2 HN/\/ T
N~ N o N N o
<) <1 ¢TI <IN
HO N N/) PPh, HO N~ A HO A HO A
o R o N (o} N (0] N
conditions
+ + +
HO OH HO OH HO OH HO OH
76 Produit de ligation Produit de réduction Formamide

. Produit de Produit de .
Entrée R Conditions o i} ) Formamide
ligation réduction

/© DMF/H20, 77 78 79

1 =
“li%ﬁnnz 40°C, 16h  28%2(8%)°  40%?2(15%)°  32% 2(6%)®
o
52
, y DMF/H:0, 78
40°C, 16 h 100% 2 (43%)P
5 Q THF/H20 77 78

‘ii%hwz 40°C,16h  33%2 (7%  66%2(22%)
o

52
Tableau 8 : Etude de la réactivité du composé 76 dans les conditions de LSt. @ rendement déterminé par HPLC,
par intégrations des pics a 254 nm, b: rendement isolé.

L’analyse de ces résultats nous laisse penser que la formation du formamide serait influencée
par deux paramétres : le solvant et la nature de la phosphine. Bien que généralement utilisé
comme solvant, le DMF peut jouer le réle de réactif de formylation d’amine.**¢ La N-formylation
d’amine primaire ou secondaire dans le DMF a été décrite par le groupe de Jeon. Dans ce
cas, la réaction est réalisée en présence d’une quantité catalytique d’ester sous irradiation

micro-ondes (Schéma 107).2%7

o Me . . _Me

~-N~ 0
P HO (e H
' : ! H
Ronm, —P ORI | ooiNR | e RN e,
DMF Ph” “OR' o
MW, 5 min

Schéma 107 : : N-formylation d’amines

136 Heravi, M. M., Ghavidel, M., Mohammadkhani, L. RSC Adv. 2018, 8, 27832-27862.
137 Yang, D. S., Jeon, H. B. Bull. Korean Chem. Soc. 2010, 31, 1424-1426.
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Le DMF peut également réagir avec des anilines en présence d’acide. Dans ces conditions,
l'attaque nucléophile de I'amine sur le DMF activé suivit de I'élimination de diéthylamine

conduit a la formation de N-phénylformamide (Schéma 108).1%¢

Me Me HzN@ Me,, H o
Me/N H —H+> Me/N H Me/N NH HAN
+
b T N H
(0] OH OH H
®
Me” "Me

Schéma 108 : : Synthese de N-phénylformamides

Par analogie, nous pouvons supposer que le sous-produit formamide observé lors de la LSt
résulterait de la réaction entre le produit de réduction et le DMF. Les phosphines mise en jeu
comportent une fonction ester et pourraient par conséquent catalyser la réaction entre 'amine
et le DMF conduisant a la formation du formamide. De plus, les phosphines acides aminés

constituent une source de protons supplémentaires capables d’induire la protonation du DMF.

3) Conclusion

Dans cette premiére partie nous avons étudié la réactivité de la 6-azido adénosine. Nous
avons mis en évidence un équilibre entre les deux formes azido et tétrazole. L’application de
la LSt a par la suite conduit a la formation d’un iminophophorane stable ne permettant pas la
formation d’un lien amide. Nous nous sommes alors tournés vers la synthése du dérivé N6-
azido ethyle 76. La réactivité de ce dernier en LSt a été évaluée et la formation d’'un sous-

produit de formylation a été mis en évidence (Figure 11).

. Equilibre avec la forme tetrazole . A~ N3 <= iFormyIation
: Iminophosphorane stabilisé H Ns HN N :
L /N BN N
N SN
<l <l
HO N~y P! HO N~y /)
(o] o
HO OH HO OH
C6-azido adénosine N6-azidoéthyle adénosine

Figure 11 : Bilan de I'étude de la réactivité de la position 6 de I'adénosine
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C) Etude de la réactivité de la position 5" de I'adénosine par LSt
1) Synthése de la 5’-azido adénosine

La synthése du composé 81 a été réalisée en deux étapes (Schéma 109).1%8

NH, NH; NH,
N N Sn N Sn
N 4 2
wo. <1 ) cl <N L Ns <N L
o NN SOCl,, Pyridine o N NaN, o N
HO OH MeCN, 0 °C-ta, 16 h HO OH DMF, 80°C, 5 h HO OH
0 ]
80 36% (sur deux étapes) 81

Schéma 109 : Synthese de la 5’-azido adénosine 81

L’adénosine commerciale a été mise en présence de chlorure de thionyle et de pyridine dans

I'acétonitrile. Le composé 80 obtenu est directement engagé dans une étape de substitution

nucléophile en présence d’azoture de sodium pour conduire au composé 81 avec un

rendement de 36% sur deux étapes.

2) Fonctionnalisation de la position 5’ de I'adénosine par LSt

Afin d’éviter les réactions secondaires induites par les phosphines-acides aminés, nous avons

choisi d'utiliser la phosphine phényle 10b pour notre étude. Cette derniére a été mise en

présence du composé 81 dans les conditions de la LSt. Le produit 82 a été obtenu avec un

bon rendement de 70% mais s’accompagne également de la formation du produit de réduction

83 (Schéma 110).

138 Atdjian, C., Coelho, D., lannazzo, L., Ethéve-Quelquejeu, M., Braud, E. Molecules, 2020, 25, 3241.



NH, NH, NH,

NS N N
4 Ph___Ph H 4 {
. ST Dl T "y
N N
o 0 DMF/H,0, 40 °C, 16 h o o o
+ o +
HO ~ OH HO OH HO OH
81 10b 82 83
70%2 (20%") 30%7 (8%")

Schéma 110 : Fonctionnalisation de la position 5’ de 'adénosine par LSt. 2 : rendement déterminé par HPLC, par
intégration des pics a 254 nm, °: rendement isolé

Ce résultat montre que la formation d’'un lien amide par LSt en position 5’ est plus favorable
gu’en position C6. En effet la 5’-amido adénosine a été obtenue avec un rendement de 70%,
tandis que la fonctionnalisation de la position C6 par cette méthode est rendue difficile par la

faible nucléophilie de I'azote exocylique.

D) Synthése d’analogues de bisubstrats pour 'étude de méthyltransférases d’ARN

1) Contexte biologique
i) Les méthyltransférases d’ARN (RMTases)

Les méthyltransférases d’ARN (RMTases) sont des enzymes qui catalysent le transfert d’'un
méthyle porté par le cofacteur S-Adénosyl-L-Méthionine (SAM) sur I’ARN et conduisent a la
formation de S-Adénosyl-L-Homocystéine (SAH) (Schéma 111). Il a récemment été démontré
gu’une dérégulation de ce processus est associée au développement de maladies telles que
des cancers, des troubles neurologiques ou métaboliques.**® Cependant, les RMTases restent
encore peu étudiées. Une des raisons, est le manque de données structurales liées a la

difficulté de cristallisation des complexes ARN/protéines.

139 Batista, P. J. Genomics Proteomics Bioinformatics, 2017, 15, 154-163.
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Schéma 111 : Méthylation d’ARN en position N6 de I'adénosine par les RMTases

i) Analogues de type bisubstrats

Dans ce contexte, notre équipe a développé les premiers outils moléculaires de type
bisubstrats afin d’effectuer des études structurales de RMtases impliquées dans la méthylation
de la position N6 de I'adénosine (m°A). Ces derniers sont composés d’une partie mimant ’ARN
liée de maniere covalente a un analogue de SAM (Figure 12). Des travaux précédents de
I'équipe ont permis de mettre au point 3 familles de composés de type bisubstrats comportant

des liens de natures différentes.

Figure 12 : Concept d’analogue de bisubstrat

iii) Bisubstrats synthetisés au laboratoire

Une premiére famille de conjugués SAM-adénosine comportant un lien alkyle et dans lesquels
I'atome de soufre réactif de la SAM a été remplacé par un atome d’azote a été synthétisée.'*°
Le lien alkyle est inséré en faisant réagir un analogue de SAM azoté avec I'inosine en présence

de BOP. Ce dernier permet la formation in situ d’'une O°-(benzotriazolyl)inosine électrophile,**

140 Atdjian, C., lannazzo, L., Braud, E., Ethéve-Quelquejeu, M. Eur. J. Org. Chem. 2018, 32, 4411-4425.
141 Bae, S., Lakshman, M. K. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 782-789.
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qui est fonctionnalisée par une réaction de substitution nucléophile aromatique (SNa) faisant

intervenir 'amine primaire de I'analogue de SAM (Schéma 112).

HO,C,, LNH,
NH,
tBuO,C,, _NHBoc N N
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N N N o N TN
NH b, SN ] SN
mso. < J v < J o, < P
NTON o NN 1) PyBOP, DBU o NN N
0 DMF, ta, 16 h
+ _ =
TBSO OTBS TBSO OTBS 2) Déprotection HO OH
CA4T

Schéma 112 : Synthese d’un conjugué a lien alkyle

Une structure cristallographique du complexe RLmJ (m®A rMTase modéle d’E. coli)/CA471 a
été obtenue.!*? Cette structure permet de valider I'approche bisubstrat en montrant la
reconnaissance de I'enzyme pour le conjugué synthétisé. Si la partie acide aminé se place
correctement dans la poche du site actif, on observe que la partie mimant le cofacteur SAM
présente une variation de 120° par rapport a la position de la SAH dans la poche catalytique
de RImJ (Figure 13).

Figure 13 : Structure cristallographiques de CA471 avec RLmJ. En Bleu le bisubstrat, en jaune la SAH a été
ajouté a la structure

142 Oerum, S., Catala, M., Atdjian, C., Brachet, F., Ponchon, L., Barraud, P., lannazzo, L., Droogmans, L., Braud,
E., Etheve-Quelquejeu, M., Tisné, C. RNA Biol. 2019, 16, 798-808.
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D’autres liens ont été étudiés, notamment le lien urée dans le but de réduire la taille de
I'espaceur entre les deux nucléosides. Pour cela, une stratégie reposant sur I'activation de la
position 6 de 'adénosine sous forme de carbamate a été mise en ceuvre. L’adénosine activée
peut ainsi réagir avec I'amine en position 5’ de I'analogue de SAM et conduire a la formation
du conjugué CA422 (Schéma 113).
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TBSO <N I 0<N \ N P HO. <N P ;—\1

o N -~
1) Pyridine, 50 ° C, 16 h

TBSO OTBS TBSO OTBS 2) Déprotection HO OH

Schémall3 : Synthese de conjugué a lien urée

Une famille de conjugués SAM-adénosine possédant un lien triazole a également été
synthétisée. Ce lien triazole permet d’augmenter la rigidité tout en conservant une longueur
proche de celle du lien alkyle que I'on retrouve chez CA471. Ce dernier est introduit par une
étape de cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (I) (CuAAc). La synthése du
conjugué SAM-adénosine a été réalisée en s’appuyant sur une approche sans groupement
protecteur faisant intervenir une adénosine portant un alcyne en position 6 et un azoture en

position 5’ de 'analogue de SAM (Schéma 114).143
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Schéma 114 : Synthése d’un conjugué a lien triazole

Cette stratégie basée sur une approche de type bisubstrat a également été appliquée
récemment a I'étude d’ARN 2’-O-méthyltransférases par le groupe de F. Debart.1** Ce concept

leur a permis de développer des inhibiteurs spécifiques et efficaces d’'une méthyltransférase

143 Atdjian, C., Coelho, D., lannazzo, L., Etheve-Quelquejeu, M., Braud, E. Molecules, 2020, 25, 3241.
144 Belkacem, R. A., Sutto-Ortiz, P., Decroly, E., Vasseur, J., Debart, F. Eur. J. Org. Chem. 2019, 38, 6486-6495.
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présente chez le virus SARS-CoV : la nspl4, enzyme permettant la méthylation de la partie
Cap de I'ARN viral.1#

Dans le cadre de mes travaux de thése, je me suis intéressée a la synthése d’'une nouvelle
famille de conjugués SAM-adénosine faisant intervenir un lien amide généré par LSt, afin

d’élargir la diversité moléculaire des bisubstrats.

2) Application de la LSt a la synthése de conjugué SAM-adénosine

Selon une premiéere stratégie, nous avons tenté d’accéder a un conjugué SAM-adénosine
présentant un lien amide par ligation entre la 5’-azido adénosine et une phosphine phényle

ester substituée par une adénosine (Schéma 115).

NH,
e <NfN i
) HN oN N/) HN/\)kO NH,
N
HO </N | /)N <,N N ph-Ppn N </ij”
o N HO OH HO N— A N o NN
——> o N .
HO OH e HO  OH

Schéma 115 : Synthése de conjugués SAM Adénosine par la LSt

Dans un premier temps, la synthése de la phosphine adénosine est nécessaire. L’inosine
commerciale a été mise en réaction avec la phosphine 10i dont la synthése a été présentée
au chapitre Il de ce manuscrit. La réaction réalisée en présence de BOP et de DIPEA a conduit

a la rupture du lien ester (Schéma 116).

o
] NH SN Ph.l_Ph
HO <Nf: Ph.p-Ph HO </Nf\/) P on
N N
o 0 NH, BOP, DIPEA 0

[0}
HO OH DMF, ta, 24 h HO OH

10i 84
25%32 (4%P)

Schéma 116 : Réaction entre l'inosine et la phosphine-Balanine-NHz 10i.2 : rendement déterminé par HPLC, par
intégration des pics a 254 nm, °: rendement isolé

145 Belkacem, R. A., Sutto-Ortiz, P., Grimaud, M., Canard, B., Vasseur, J., Decroly, E., Debart, F. Eur. J. Med.
Chem. 2020, 201, 112557.
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La synthése de la phosphine adénosine et la fragilité du lien ester n’étant pas compatible, nous
nous sommes tournés dans un second temps vers une variante de la LSt qui ne nécessite pas
la synthese de phosphines. Cette méthodologie décrite par le groupe de Ashfeld permet la
création d’une fonction amide a partir d’'un azoture et d’'un acide carboxylique en présence de
phénylsilane et d’une quantité catalytique de triphénylphosphine.1® Cette stratégie efficace
avec des phosphines aryles ou alkyles a également été appliquée avec succes a la synthese

peptidique et la formation de lactames (Schéma 117).

PPh; (10%), PhSiH;

toluéne, 80 °C, 24 h

\
\/L/NH N7 C0o,E
= H

77% 50%-69%

Schéma 117 : LSt en présence de PPhz et PhSiH3

Les études mécanistiques réalisées par ce méme groupe reposent sur un cycle rédox P"/P".
La premiére étape du mécanisme réactionnel proposé consiste en la formation de
liminophosphorane I. Puis 'azote basique de ce dernier déprotone I'acide carboxylique pour
former le carboxylate de phosphonium II. L’activation de ce dernier par la formation d’'une
liasison partiellement covalente entre le phosphore et 'oxygéne permet le transfert d’acyle
conduisant a la formation du composé |V et au relargage de la phosphine oxydée. La réduction
de 'oxyde de phosphine par le phénylsilane régéneére la phosphine, complétant ainsi le cycle

catalytique (Schema 118).

146 Kosal, A. D., Wilson, E. E., Ashfeld, B. L. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 12036-12040.
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Schéma 118 : Mécanisme de ligation de Staudinger basé sur un cycle rédox P"/PY

Il a également été démontré que le transfert d’acyle au cours de la réaction dépendait de

plusieurs parametres :

1) Le nombre d’équivalents de phénylsilane : les silanes étant de trés bon réducteurs, les
réactions réalisées avec plus de 1.5 équivalent de phénylsilane conduisent a la
réduction de I'azoture en amine.

2) L’encombrement stérique et les effets électroniques de I'acide carboxylique.

3) La constante de dissociabilité (pKb) du sel de phosphonium formé au cours de la
réaction. En effet, plus le pKb est élevé, plus la formation de la liaison oxygéne-

phosphore est défavorisée et par conséquent moins le transfert d’acyle est efficace.

En s’appuyant sur ces conditions, nous avons envisagé d’accéder au conjugué SAM-
adénosine 86 par ligation du dérivé 84 et de la 5’-azido adénosine 81. Le composé 84 serait
obtenu par attaque de la B-alanine sur l'inosine commerciale par SNar selon les conditions
d’Ashfeld (Schéma 119).

NH, o
N
i </ij o NH, 0
Ny o N SN Ny N NH
HO </N L HO </N L N; </N ) HO </N L
o N HO OH o o N o N
:> + ::>
HO OH HO OH HO OH HO OH
86 84 81

Schéma 119 : Stratégie d’acces au conjugué SAM-Adénosine
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Le dérivé 84 a été préparé a partir de l'inosine commerciale en présence de (3-alanine par
activation in situ du carbone C6 par le BOP et la DIPEA dans le DMF. Dans ces conditions le

composeé 85 a été isolé avec un rendement de 10% (Schéma 120).

o r/\J:N
o HN/\)kOH o’N\Q
Nﬁ N N
NH SN NH
2 4 2
HO <N \N/) o HO <N \N/) HO <N ‘ N/)
o o o
BOP, DIPEA
. HO)vNHz h + Wﬁ
HO OH DMF, ta, 24 h HO OH HO OH

84 85

10% 90%

Schéma 120 : Synthese de I'acide 84

Le nucléoside 84 comportant la fonction acide carboxylique a ensuite été mis en présence de
la 5’-azido adénosine 81, de PhSiH3; et de PPhs, dans le toluene a 80 °C pendant 24 h. Dans
ces conditions, le conjugué 86 a été obtenu avec un rendement de 90%? en une seule étape,

tout en nous affranchissant de la formation d’oxyde de phosphine (Schéma 121).

NH,
o N
N
| N
HN/\)kOH NH, HN </N )
N
N X N N B (o]
N SN N
4 74 4
o $TF o ST RS I
o o PPhs (10%), PhSiH, ° HO  OH
+
HO OH HO OH toluéne, 80 °C, 24 h HO OH
90%2 (17%)°
84 81 86

Schéma 121 : Synthese du conjugué 86. °: rendement déterminé par HPLC, par intégrations des pics a 254 nm, : rendement
isolé.

E) Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié la ligation de Staudinger traceless en position C6 de
'adénosine. La réactivité de cette position dans les conditions de LSt a révélé la formation
d’'un iminophosphorane stable ne permettant pas le transfert d’acyle. Puis un linker a été
introduit sur 'amine exocyclique afin de rétablir la réactivité de I'iminophosphorane. Dans ce
cas, la formation d’un produit de ligation a été observé et un sous-produit de formylation a
également été mis en évidence. Enfin, une variante de LSt catalysée par la triphénylphosphine
a permis de créer une fonction amide en position 5 d’une adénosine pour conduire a la

synthése d’'un conjugué SAM-adénosine (Figure 14).
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Figure 14 : Réactivité des différentes positions de I’'adénosine dans les conditions de LSt

Le composé 86 est actuellement en cours d’évaluation biologique par I'équipe du Dr C. Tisné

(IBPC), dans le cadre de I'étude de méthyltransférases d’ARN.

118



Conclusion génerale et
perspectives






Conclusion générale

Depuis plusieurs années, les chimistes ont proposé de nouveaux concepts et des outils pour
explorer des phénomeénes biologiques. C’est ce que I'on appelle la « Chémobiologie » ou
« Chemical Biology » en anglais. Cette nouvelle discipline a notamment inspirée de nombreux
chimistes pour le développement de méthodes permettant de modifier des biomolécules, telles
que les protéines et '’ADN. Plus récemment, la fonctionnalisation des ARN a connu un essor
important en raison de la découverte de nouvelles fonctions des ARN dans de nombreux

processus biologiques et de leurs utilisations en thérapie.

Dans ce contexte, mon travail de thése avait pour objectif la mise au point d’'une nouvelle voie
de post-fonctionnalisation d’ARN basée sur la ligation de Staudinger traceless. Cette ligation
est une réaction bioorthogonale qui a été largement utilisée pour modifier les protéines, les

sucres ou I'ADN mais encore jamais appliquée a la fonctionnalisation d’ARN.

Dans le chapitre Il de ce manuscrit, nous avons mis au point les conditions de LSt permettant
de fonctionnaliser la position 3’ terminale d’'un ARN. J’ai tout d’abord optimisé ces conditions
en utilisant un dinucléotide comportant une fonction azoture et 10 phosphines portant des
groupes réactifs, des marqueurs de purification d'affinité ou des sondes photoactivables. Les
dinucléotides modifiés correspondants ont été synthétisés et caractérisés par LC/MS. Une
interprétation mécanistique de cette réaction a été proposé. En particulier, la formation d’'un
dérivé oxazaphospholane cyclique sur le ribose terminal a été observée. Un exemple de post-
fonctionnalisation d'un ARN 24-nt est également décrit au sein duguel nous avons introduit via

une fonction amide un motif photoactivable de type benzophénone (Schéma 122).147

\%fj N Ph. ,.Ph W N)
HO N, ©/o HO HN—/°

Schéma 122 : Ligation de Staudinger traceless pour la bioconjugaison d’ARN en position 3’ terminale

147 Kitoun, C., Fonvielle, M., Djago, F., Sakkas, N., Lefresne, M., Blancart Remaury, Q., Poinot, P., Arthur, M.,
Etheve-Quelquejeu, M., lannazzo, L. Org. Lett. 2020, 22, 8034-8038 ; b) Kitoun, C., Fonvielle, M., Arthur, M.,
Etheve-Quelquejeu, M., lannazzo, L. Current Protocols 2021, e42, DOI: 10.1002/cpz1.42.

120



Dans le chapitre Ill, notre objectif était de synthétiser des analogues stables d’aminoacyl-ARNt
2’-amide dans le but d’étudier des enzymes de la famille des Fem transférases.*® Nous avons
tout d’abord exploré une voie de fonctionnalisation pré-synthétique qui a conduit a I'obtention
des dinucléotides 2’-amido-glycine et 2’-amido-glycine-glycine. Un premier analogue stable
Gly-NH-ARNt®Y de 75-nt a été obtenu par ligation enzymatique entre le dinucléotide 2’-amido-
glycine et TARNt®Y de 73nt. Les premiéres expériences réalisées indiquent que la constante

d’inhibition de ces ARN pour FmhB est de I'ordre du micromolaire (Clso = 1.7 pM) (Figure 15).
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Figure 15 : Analogues d’aminoacyl-ARNt étudiés dans le chapitre IlI

Nous avons ensuite utilisé la ligation de Staudinger traceless pour accéder, en une seule étape
a partir d’'un azido-ARN, a un aminoacyl-ARNt stable. Nous avons donc tout d’abord appliqué
la LSt pour l'introduction d’acide aminé en position terminale d’'un dinucléotide. Pour cela, j'ai
synthétisé différentes phosphines comportant des motifs acides aminés, protégés ou non, et
les conditions de ligation par Staudinger traceless ont été mises au point. De meilleurs
résultats ont été obtenus avec les phosphines dans lesquelles 'amine de I'acide aminé est
protégé par un groupement Boc. Cette méthodologie nous a permis d’accéder a des
dinucléotides 2’-amide fonctionnalisés par une glycine et des peptides (gly-gly, et gly-gly-gly).
Cette stratégie a été validée sur un dinucléotide modéle et peut a présent étre appliquée a un
ARN (Schéma 123).

148 Rietmeyer, L., Fix-Boulier, N., Le Fournis, C., lannazzo, L., Kitoun, C., Patin, D., Mengin-Lecreux, D., Ethéve-
quelquejeu, M., Arthur, M. Fonvielle, M. Nucleic Acids Research 2021, 2, 648-699.
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Schéma 123 : Ligation de Staudinger traceless en présence de phosphine acide aminé

Dans la derniére partie de ce manuscrit, nous nous sommes intéressés a la réactivité des
positions C6 et 5’-OH de 'adénosine dans les conditions de ligation de Staudinger traceless.
Cette étude a conduit a la synthése d’'un conjugué SAM-adénosine dans lequelle deux
adénosines sont liées par une fonction amide. Ce composé est actuellement en cours

d’évaluation biologique dans le cadre de I'étude des méthyltransférases d’ARN (Figure 16).

NH,
N
N <IN
NN
N s
N
/4
o N N/) HO OH
[ Ip—
HO OH

conjugué SAM-adénosine 86

Nouveau lien amide

Figure 16 : Bilan du chapitre IV

Mon travail de these a donné lieu a la publication de 3 articles dont 2 en premier auteur (Org.

Lett. 2020, Current Protocols 2021 et Nucleic Acid Research 2021).
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Perspectives

Au cours de cette thése, nous avons étudié la ligation de Staudinger traceless dans le but de
développer une nouvelle méthode de post-fonctionnalisation d’ARN. Cet objectif a été en
partie atteint grace a I'optimisation de conditions réactionnelles sur un dinucléotide modéle et
a I'étude de la réactivité d’un groupement azoture. Cependant, le développement de réactions
de bioconjugaison pour la modification spécifique des différents sites d’'un ARN reste un défi.
Afin d’élargir la « boite a outils » du chimiste, a la fin de ma thése, je me suis intéressée a une

autre réaction de bioconjugaison faisant intervenir un motif sydnone.

Les sydnones sont des composés mésoioniques qui ont été largement utilisés dans des
réactions de cycloadditions 1-3 dipolaire catalysées par le cuivre en présence d’alcynes.’*® La
réactivité des sydnones a également été étudiée dans des réactions de cycloadditions
sydnone-alcyne contraintes (SPSAC).'*° Plus récemment elles ont été utilisées par le groupe

de Frédéric Taran dans des réactions dissociatives de type « click and release ».*

Le but de cette étude consiste a fonctionnaliser un oligonucléotide par un motif iminosydnone
et d'utiliser sa réactivit¢é dans une étape de post-fonctionnalisation pour modifier
I'oligonucléotide ou I’ARN. Cette chimie des sydnones n’ayant jamais été appliquée aux acides

nucléiques, je me suis donc tout d’abord intéressée a la fonctionnalisation de nucléosides.

Afin d’accéder a la synthése de conjugués sydnone-nucléoside, 3 approches ont été

envisagées (Schéma 124).

Une premiére stratégie reposant sur l'activation de la position N6 de I'adénosine, par
introduction d’'un motif carbamate, a tout d’abord été étudiée (Schéma 124A). Pour cela,
I'adénosine activée'® ainsi que I'iminosydnone méthylée ont été préparées. Différents essais
ont été menés dans le but de faire attaquer 'amine de I'iminosydnone sur le carbonyle pour la

formation d’'un fonction urée mais aucune trace du produit attendu n’a jamais été observé.

Dans un second temps, nous avons tenté d’introduire I'iminosydnone directement en position
C6 de I'adénosine (Schéma 124B). L’adénosine a donc été activée en présence de BOP afin
d’accéder au nucléoside convertible correspondant. Puis, différentes conditions ont été

utilisées afin de faire réagir 'iminosydnone sur ce dernier. Malheureusement, l'instabilité des

149 de la Conception, J. G., Martinez, R. F., cintas, P., Cintas, P., Jimenez, J. 2018, DOI:
http://dx.medra.org/10.17374/targets.2018.21.228

150 Decuypére, E., Plougastel, L., Audisio, D., Taran, F. Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 53, 11515-111527.

151 Riomet, M., Decuypere, E., Porte, K., Bernard, S., Plougastel, L., Kolodych, S., Audisio, D., Taran, F. Chem.
Eur. J. 2018, 24, 8535-8541.

152 Atdjian, C., lannazzo, L., Braud, E., Ethéve-Quelquejeu, M. Eur. J. Org. Chem. 2018, 4411-4425.
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iminosydnones ne m’a pas permis d’accéder aux conjugués attendus et I'ouverture du motif

iminosydnone a majoritairement été observeée.

Par conséquent, pour parvenir a la synthese de conjugués Sydnone-adénosine via les
stratégies 1 et 2, il nous faudra trouver des conditions permettant d’activer 'adénosine tout en

évitant 'ouverture de I'iminosydnone.
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Schéma 124 : Stratégies envisagées pour l'acces a des conjugués Sydnone-adénosine

Une troisieme stratégie a enfin été envisagée pour lier un nucléoside a une sydnone par
couplage pallado-catalysé de Suzuki-Miyaura (Schéma 124C). Pour cela, j'ai synthétisé une
iodo-uridine ainsi qu’'une iminosydnone substituée par un ester boronique de type pinacol. Les
essais de couplage seront prochainement menés pour accéder au conjugué sydnone-uridine

attendu.
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Partie expérimentale






General Considerations

Synthesis

Reactions were carried out under argon atmosphere and performed using freshly distilled

solvents. THF was dried over sodium/benzophenone; DCM, DMF and MeOH were dried over

calcium hydride. Phosphoramidite nucleosides, tetrazole and solvents for dinucleotides

synthesis were purchased from Eurogentec. (2-Hydroxyphenyl) diphenylphosphine and

acetylthiomethyl diphenylphosphine borane complex were purchased from Merck. Progress of

the reactions was monitored by thin layer chromatography (TLC). TLC: precoated silica gel

thin layer sheets 60 Fzss(Merck) and detection by charring with 10% H>SO4 in ethanol or

phosphomolybdic acid in ethanol followed by heating.

Purification

Flash chromatography were done over silica gel (60 A, 180-240 mesh) from Merck.

Preparative HPLC were performed using a HPLC system with a reverse phase C-18
NUCLEOSIL column (250 mm x 21.2 mm, 5 um) using a solvent system consisting of
A: 50 mM aqueous NH4OAc pH 4.5 and B: MeCN (linear gradient from 0% B to 63% B

in 30 min) at a flow rate of 15 mL/min and UV detection at 254 nm.

Analysis

NMR spectra were recorded on Bruker spectrometers (Avance Il 500 and Avance Il
HD 4000). Chemical shifts (8) are reported in parts per million (ppm) and referenced to
the residual proton or carbon resonance of the solvents: CDCls (& 7.26), D,O (6 4.79),
DMSO (5 2.50), CD30OD (5 3.31) or D-O (5 4.79) for *H and CDCl; (5 77.16) or (CD3).SO
(d 39.52), or CD3OD (d 49.00) for *3C. Signals were assigned using 1D (*H and **C)
and 2D (HSQC, COSY and HMBC) experiments. NMR coupling constants (J) are
reported in Hertz (Hz) and splitting patterns are indicated as follows: s (singlet), bs
(broad singlet), d (doublet), t (triplet), g (quartet), dd (doublet of doublet), m (multiplet).
High-resolution mass spectroscopy (HRMS) were recorded with an ion trap mass
analyser under electrospray ionization (ESI) in negative and positive ionization mode
detection. HRMS were performed using Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL.

LCMS conditions: conditions A: HPLC analyses were performed on C-18 100-5
NUCLEOSIL column (150 mm x 4.6 mm, 5 pum) using a solvent system consisting of
A: 50 mM aqueous NH4OAc (pH 4.5) and B: MeCN (linear gradient from 0% B to 63%

B in 30 min) at a flow rate of 1.3 mL/min and UV detection at 254 nm. Fractions were
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detected using low resolution mass spectra (LRMS) were obtained on a LCQ
Advantage mass spectrometer (ThermoElectron); conditions B: HPLC analysis was
performed on Hypersil GOLD aQ (ThermoFisher Scientific) column (100 mm x 2.1 mm,
1.9 um) using a solvent system consisting of A: H.O with 0.02% AcOH and B: MeCN
with 0.02% AcOH (linear gradient from 0 to 100 % B in 30 min) at a flow rate of 0.2
mL/min at 30 °C and UV detection at 254 nm. Fractions were detected using low
resolution mass spectra (HRMS) were obtained on a LC QTOF mass spectrometer;
conditions C: HPLC analysis was performed on DNAPac PA-100 (ThermoFisher
Scientific) column (9 mm x250 mm) with linear NHsOAc gradient (25 to 2500 mM, pH
8.0) containing 0.5 % MeCN, which was applied for 30 min at a flow rate of 1 ml.mint
at 22 °C and UV detection at 260 nm. Fractions were detected using MALDI-TOF.
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Compound 1: 3-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) adenosine®®?

NH,
N X
N

4
TBSO <N | J
o N

TBSO OH

Chemical Formula: C5,H;1N50,Si,
Molecular Weight: 495,77100

Adenosine (3.00 g, 11.2 mmol) and TBDMSCI (5.06 g, 33.6 mmol) were added to a suspension
of DABCO (7.53 g, 67.2 mmol) and AgNOs; (5.70 g, 33.6 mmol) in THF (160 mL) previously
stirred for 30 min. The reaction mixture was vigorously stirred at rt for 4 h then filtered over
silica gel. The filtrate was concentrated, and the residue was patrtitioned between DCM and
brine. The phases were separated and the aqueous phase was extracted twice with DCM. The
combined organic layers were dried over magnesium sulfate and concentrated. Flash
chromatography of the residue (cyclohexane/EtOAc 4/6) yielded 1as a white foam (2.94 g, 53
%).

IH NMR (250 MHz, CDCl3): & = 8.29 (s, 1 H, H2 or H8), 8.07 (s, 1 H, H2 or H8), 6.26 (bs, 2 H,
NH2), 6.03 (d, J =2.5 Hz, 1 H, H1"), 4.56-4.54 (m, 2 H, H2" and H3’), 4.11 (d, J=2.5Hz, 1 H,
H4’), 3.91 (dd, J = 2.5, 27.5 Hz, 1 H, Ha 5'), 3.75 (dd, J = 2.5, 27.5 Hz, 1 H, Hu5’), 0.92 (s, 9 H,
tBu'™S), 0.87(s, 9 H, tBu™S), 0.15 (s, 6 H, Me'™S), 0.06 (s, 3 H, Me™S), 0.04 (s, 3 H, Me™®S).

13C NMR (63 MHz, CDCls): & = 155.8, 153.1 (C2 or C8), 149.8 (Cqg), 139.1 (C2 or C8), 120.0
(Cq), 88.9 (C1’), 85.6 (C4’), 75.3 (C2"), 71.8 (C3'), 62.5 (C5’), 26.0 (tBu®S), 25.9 (tBu'™S), 18.5
(CqT®9), 18.2 (CqT®S), - 4.6 (MeT®S), - 4.7 (MeT®S), - 5.3 (MeT®9), -5.4 (MeT8S).

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]" Calcd for C22H41Ns04Si>Na 518.2589; found 518.2516.

153 Hakimelahi, G. H., Proba, Z. A., Olgilvie, K. K. Canadian J. Chem. 1982, 60, 1106-1113.

129



Compound 2: 3-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) Né-dibenzoyl adenosine®*

NBZZ
N
N
7
TBSO <N | J
o N
TBSO OH

Chemical Formula: C36H49N5063i2
Molecular Weight: 703,98700

To a solution of 1 (2.94 g, 5.90 mmol) in pyridine (30 mL), trimethylsilyl chloride (2.99 mL, 23.6
mmol) was added at O °C. The reaction mixture was stirred at rt for 1h30. Benzoyl chloride
(3.42 mL, 29.5 mmol) was added at 0 °C and the reaction mixture was stirred overnight. Water
(35 mL) was added at 0 °C, and the reaction mixture was stirred for 1h30. The residue was
partitioned between EtOAc and brine, and the phases were separated. The agueous phase
was extracted twice with EtOAc. The combined organic layers were dried over magnesium
sulfate and concentrated. Flash chromatography of the residue (cyclohexane/EtOAc 7/3)
yielded 2 as a white foam (3.33 g, 80%).

IH NMR (250 MHz, CDCl3): & = 8.65 (s, 1 H, H2 or H8), 8.32 (s, 1 H, H2 or H8), 7.88-7.86 (m,
4 H, HB?), 7.47- 7.46 (m, 2 H, HB?), 7.36-7.34 (m, 4H, H®?), 6.07 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, H1’), 4.64-
4.62 (M, 2 H, H2' and H3'), 4.12- 4.09 (m, 1 H, H4’), 3.92 (dd, J = 3.5, 11.5 Hz, 1 H, HJ5'), 3.78
(dd, J= 3.5, 11.5 Hz, 1 H, Hp5'), 0.96 (s, 9 H, tBu™S), 0.88 (s, 9 H, tBu™S), 0.18 (s, 6 H, tBUTES),
0.07 (s, 3 H, Me™5), 0.03 (s, 3 H, MeTeS),

13C NMR (63 MHz, CDCls): & = 172.4 (2 C=0), 153.0 (Cq?), 152.25 (C2 or C8), 151.9 (Cg*%),
143.7 (C2 or C8), 151.9 (Cg*‘), 134.1 (Cq®?), 133.0, 129.6, 128.8 (10 CH??), 128.3 (CgA‘), 89.1
(C1’), 85.7 (C4’), 74.9 (C2), 71.7 (C3'), 62.4 (C5’), 26.0 (tBuS), 25.8 (tBu™S), 18.5 (Cq™®S),
18.2 (CqQT®9), - 4.5 (MeT®9), - 4.7 (MeT®9), - 5.3 (MeT®9), -5.4 (MeTeS).

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]" Calcd for CssHagNsOeSi2Na 726.3114; found 726.3180.

154 Chatgilialoglu, C., Duca, M., Ferreri, C., Guerra, M., loele, M., Mulazzani, Q. G., Strittmatter, H., Giese, B. Chem.
Eur. J. 2004, 10, 1249-1255.
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Compound  3: 2’-keto-3’-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)  N°-dibenzoyl
adenosine'®

NBZz
N X
N
7
TBSO <N | J
o N
TBSO O

Chemical Formula: C36H;7N506Sis
Molecular Weight: 701,97100

To a solution of 2 (3.33 g, 4.73 3.71 mmol) in DCM (60 mL), Dess-Martin Periodinane (6.02g,
14.2 mmol) in solution in DCM (60 mL) was added dropwise at 0 °C. The reaction mixture was
stirred at rt for 4 h. The reaction was stopped by the addition of a 1/1 mixture of saturated
agueous sodium hydrogenocarbonate and sodium metabisulfite solutions at 0 °C. The phases
were separated. The agueous phase was extracted twice with DCM. The combined organic
layers were dried over sodium sulfate and concentrated. Flash chromatography of the residue
(cyclohexane/EtOAc 8/2) yielded 3 as a white foam (2.35 g, 71%).

IH NMR (250 MHz, CDCls): & = 8.55 (s, 1 H, H2 or H8), 8.09 (s, 1 H, H2 or H8), 7.88-7.85 (m,
4 H, HB?), 7.50- 7.48 (m, 2 H, HB?), 7.37-7.35 (m, 4 H, H®?), 5.84 (s, 1 H, H1’), 5.21 (d, J = 7.1
Hz, 1 H, H3), 4.05-4.03 (M, 2 H, H4’ and H.5'), 3.92 (dd, J = 3.5, 12.4 Hz, 1 H, Hu5’), 0.95 (s,
9 H, tBu™S), 0.78 (s, 9 H, tBu™S), 0.24 (s, 3 H, Me™S), 0.20 (s, 3 H, Me™S), 0.01 (s, 3 H,
MeT8S), -0.13 (s, 3 H, MeT®S).

13C NMR (63 MHz, CDCls): 8 =207.0 (C=0 C2'), 172.3 (C=0°%?), 152.4 (C2 or C8), 152.3,
152.2 (2 Cq™Y), 144.3 (C2 or C8), 134.0 (Cg®?), 133.1, 129.6, 128.9 (10 CH®?), 127.3 (Cq™),
80.4 (C4’), 80.1 (C1’), 71.7 (C3'), 61.0 (C5), 25.8 (tBu™S), 25.7 (tBu™S), 18.3 (2C, tBu™S), -
4.2(tBu™9), - 5.1(tBu'®S) , - 5.3(tBu™S), - 5.4 (tBUS).

HRMS (ESI) m/z: [M + Na + MeOH]" Calcd for C37Hs51NsO7Si>Na 756.3219; found 756.3258.

155 155 Chatgilialoglu, C., Duca, M., Ferreri, C., Guerra, M., loele, M., Mulazzani, Q. G., Strittmatter, H., Giese, B.
Chem. Eur. J. 2004, 10, 1249-1255.
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Compound 4: 3-5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N®-benzoyl arabinose ¢

NBZZ
N~
N
4
mso_ < | P
NTN
o]
OH

TBSO

Chemical Formula: C36H49N5068i2
Molecular Weight: 703,98700

To a solution of 3 (2.31 g, 3.29 mmol) in a 15/1 EtOH/water mixture (18 mL, 1.2 mL), sodium
borohydride (224 mg, 5.92 mmol) was added at 0 °C. The reaction mixture was stirred at rt for
2 h. The reaction mixture was partitioned between EtOAc and brine, and the phases were
separated. The aqueous phase was extracted twice with EtOAc. The combined organic layers
were dried over sodium sulfate and concentrated. Flash chromatography of the residue
(cyclohexane/EtOAc 8/2) yielded 4 as a white foam (1.16 g, 50%).

IH NMR (250 MHz, CDCls): & = 8.64 (s, 1 H, H2 or H8), 8.57 (s, 1 H, H2 or H8), 7.87-7.85 (m,
4 H, HB?), 7.49- 7.47 (m, 2 H, H®?), 7.36-7.34 (M, 4 H, HB?), 6.43 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, H1’), 4.75
(bs, 1 H, OH), 4.33 (s, 1 H, H3), 4.1 (s, 1 H, H2), 4.05 (d, J = 7.1 Hz, 1 H, H4’), 3.96 (dd, J =
2.2,11.3 Hz, 1 H, Ha5"), 3.82 (dd, J = 1.8, 11.3 Hz, 1 H, Hy5'), 0.93 (s, 9 H, tBu™S), 0.88 (s, 9
H, tBU™S), 0.15 (s, 3 H, Me™®S), 0.14 (s, 3 H, Me™S) , 0.13(s, 3 H, Me™S): 0.12 (s, 3 H, MeT®S).

13C NMR (63 MHz, CDCl3): & = 172.3 (2 C=0%?), 153.2 (Cg*%), 152.1 (C2 or C8), 151.5 (Cq™?),
144.8 (C2 or C8), 134.1 (Cg??), 133.0, 129.5, 128.7 (CHE?), 127.0 (Cg*?), 86.5 (C2'), 85.2 (C1’),
78.2 (C3'), 76.1 (C4’), 63.5 (C5'), 25.9 (tBu™®S), 25.8 (tBu™®S), 18.4 (Cq™®S), 18.1 (Cq™S), - 4.6
(MeTS), - 4.8 (MeT®S), - 5.4 (MeT®S), - 5.7 (MeTeS).

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]* Calcd for C3sHagNs06SizNa 726.3114; found 726.3119.

1%6 Fonvielle, M., Chemama, M., Lecerf, M., Villet, R., Busca, P., Bouhss, Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M.
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5115-5119.

132



Compound 5:  2-O-triflyl-3’-5"-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)  N®-benzoyl
arabinose'’

NBZZ
N X
N
4
mso_ < | J
NT>N
o
OTf

TBSO

Chemical Formula: C37H,gF3N505SSi,
Molecular Weight: 836,04321

To a solution of 4 (1.25 g, 1.78 mmol) in DCM (18 mL), DMAP (651 mg, 5.33 mmol) and fresh
trifluoromethylsulfonate chloride (369 L, 3.55 mmol) were added at 0 °C. The reaction mixture
was stirred at rt for 1 h. The mixture was diluted in DCM and brine. The phases were separated.
The aqueous phase was extracted twice with DCM. The combined organic layers were dried

over sodium sulfate and concentrated to yield 5 without further purification as a white foam.

IH NMR (250 MHz, CDCl3): & = 8.66 (s, 1 H, H2 or H8), 8.24 (s, 1 H, H2 or H8), 7.86-7.77 (m,
4 H, HB?), 7.49- 7.39 (m, 2 H, H??), 7.35-7.25 (m, 4 H, H??), 6.62 (d, J = 3.8 Hz, 1 H, H1’), 5.22
(dd, J = 2.5, 3.3 Hz, 1 H, H2’), 4.83-4.77 (m, 1 H, H3’), 4.10-4.02 (m, 1 H, H4’), 3.89-3.87 (m,
2 H, H5'), 0.94 (s, 9 H, tBuT®S), 0.92 (s, 9 H, tBu™S), 0.18 (s, 3 H, MeT®9), 0.17 (s, 3 H, MeTsS),
0.10 (s, 3 H, Me™S), 0.09 (s, 3 H, MeTeS),

157 Fonvielle, M., Chemama, M., Lecerf, M., Villet, R., Busca, P., Bouhss, Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M.
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5115-5119.

133



Compound 6: -azido-3’-5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N®-benzoyl
adenosine'*®

NHBz
N X
N
7
mso_ < | A
NTON
o
TBSO N;

Chemical Formula: CygH44NgO,Si,
Molecular Weight: 624,89300

To a solution of 5 (1.48 g, 1.78 mmol) in DMF (7 mL), sodium azide (1.15 g, 17.8 mmol) was
added. The reaction mixture was stirred at rt for 16 h. The mixture was concentrated and the
residue was partitioned between EtOAc and brine. The phases were separated. The aqueous
phase was extracted twice with EtOAc. The combined organic layers were dried over sodium
sulfate and concentrated. Flash chromatography of the residue (cyclohexane/EtOAc 6/4)
yielded 6 as a white foam over 2 steps (554 mg, 50%).

IH NMR (250 MHz, CDCls): & = 9.33 (bs, 1 H, NH), 8.72 (s, 1 H, H2 or H8), 8.25 (s, 1 H, H2 or
H8), 8.02-7.92 (m, 2 H, H??), 7.60-7.37 (m, 3 H, H?), 6.18 (d, J = 5.5 Hz, 1 H, H1’), 4.68 (dd,
J=45,91Hz, 1H, H2),4.44 (t, J=5.2 Hz, 1 H, H4), 4.14 (d, J = 3.6 Hz, 1 H, H3"), 3.92 (dd,
J=3.6,11.5 Hz, 1 H, Ha5), 3.74 (dd, J = 2.8, 11.6 Hz, 1 H, Hy5'), 0.93 (s, 9 H, tBu'™S), 0.85
(s, 9 H, tBu™S), 0.16 (s, 3 H, Me™S), 0.14 (s, 3 H, Me™%), 0.04 (s, 3 H, Me™S), 0.03 (s, 3 H,

MeTBS) .

13C NMR (63 MHz, CDCls): & = 164.9 (C=08?), 152.9 (C2 or C8), 151.7 (Cg”?), 149.8 (Cq™?),
141.7 (C2 or C8), 133.7 (Cq®?), 133.9, 128.9, 128.0 (CHE?), 123.5 (Cq?), 86.2 (C1’), 86.0 (C4),
72.6 (C3'), 65.3 (C2'), 62.1 (C5'), 26.0, 25.8 (tBu'®S), 18.5, 18.2 (Cq™S), -4.6 (Me™®S), -4.9
(MeT®9), -5.3 (MeT®S), -5.4 (MeTES).

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]* Calcd for C29H44NgO4Si>Na 647.2916; found 647.2918.

1%8 Fonvielle, M., Chemama, M., Lecerf, M., Villet, R., Busca, P., Bouhss, Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M.
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5115-5119.
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Compound 7: 2’-azido-3’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5’-hydroxy N&-benzoyl
adenosine!®®

NHBz
N S
N
4
HO <N | N/)
(o]
TBSO Nj

Chemical Formula: Cy3H39NgO,Si
Molecular Weight: 510,63000

A 1/1 (v/v) mixture of TFA/H-0 (3.3 mL, 44 mmol) was added at 0 °C to a solution of compound
6 (554 mg, 0.88 mmol) in a THF (25 mL). The reaction mixture was stirred for 1 h at room
temperature. EtOAc and a saturated solution of NaHCO3; were added and the organic phase
was washed 3 times with brine. The organic layer was dried over MgSQ., filtered and
concentrated. The residue was purified by silica gel chromatography using cyclohexane/EtOAc

(2/8) as eluent to afford compound 7 (409 mg, 91%) as a white foam.

IH NMR (250 MHz, CDCls): & = 8.79 (s, 1 H, H2 or H8), 8.20 (s, 1 H, H2 or H8), 8.02 (m, 2 H,
HB2), 7.54 (m, 3 H, H®?), 6.04 (d, J = 7.2 Hz, 1 H, H1’), 4.63 (m, 2 H, H-2’ and H-3'), 4.22 (s, 1
H, H4%), 3.97 (d, J = 13.0 Hz, 1 H, Ha5' ), 3.76 (d, J = 12.1 Hz, 1H, Hy5’ ), 0.97 (s, 9 H, tBUT®S),
0.21 (s, 3 H, Me™9), 0.17 (s, 3 H, MeT®S).

13C NMR (63 MHz, CDCls): & = 165.5 (C=0), 152.2 (C2 or C8), 150.9 (Cq), 150.1 (Cq), 143.3
(C2 or C8), 133.3 (CHE?), 132.9 (Cq), 129.0 (CHE?), 128.1 (CHE?), 124.1 (Cq), 89.5 (C4'), 88.5

(C1’), 74.1 (C3'), 64.6 (C2'), 62.4 (C5’), 25.6 (tBUT®S), 18.2 3 (Cq™S), - 4.8 (MeeS).

HRMS (ESI) m/z: [M+Na]* Calcd for C23H3oNsO4NaSi 533.20515; found 533.20495.

159 Fonvielle, M., Chemama, M., Lecerf, M., Villet, R., Busca, P., Bouhss, Etheve-Quelquejeu, M., Arthur, M. Angew.
Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5115-5119.
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Compound 9: dC-pA-2>-N3

Chemical Formula: CgHy3N{1OgP"
Molecular Weight: 580,43531

To a solution of 2’-azido-adenosine derivative 7 (70 mg, 0.13 mmol) in MeCN (300 pL) were
added Ac-dC-PCNE phosphoramidite (250 mg, 0.32 mmol) in MeCN (2 mL) and a 0.45 M
tetrazole solution in MeCN (3 mL, 1.3 mmol). After stirring at rt for 1 h, a 0.1 M iodine solution
in THF/H.O/Pyridine (75/2/20, 4 mL) was added. After 30 min, the reaction mixture was diluted
with EtOAc and washed with water, a saturated solution of Na,S,03 and brine. The organic
layers were combined, dried over anhydrous MgSOQy, filtered and concentrated under vacuo.
The residue was then stirred with a 3% TCA solution in DCM (7.6 mL) at rt for 30 min. The
reaction mixture was diluted with DCM and the organic layer was washed with a saturated
solution of NaHCOs3; and brine, dried over MgSOy, filtered and evaporated. The crude product
was then dissolved in a 5 M solution of MeNH, (EtOH/H-0, 1/1) (5.4 mL) and the reaction was
stirred at rt for 24 h. After concentration under reduced pressure, the residue was dissolved in
MeOH (10 mL) and CsF (4.1 g, 27.4 mmol) was added. The solution was then heated to 60 °C
in a sealed tube for 24 h. After concentration in vacuo, the residue was purified by HPLC. The
appropriate fractions were collected and lyophilized, to give the dinucleotide 9 as a white foam
(16 mg, 20%). Retention time: 14.26 min.

IH NMR (500 MHz, D,0): & = 8.49 (s, 1 H, H8" or H2"9), 8.26 (s, 1 H, H8"Y or H2A9), 7.81 (d,
J=7.9Hz, 1 H, H6™), 6.12 (d, J = 4.9 Hz, 1 H, H1’A%), 6.09-6.05 (m, 2 H, H1'%, H5%Y), 4.88-
4.84 (m, 2 H, H2'A9, HA'A%), 4.72-4.68 (m, 1 H, H3'®), 4.39-4.37 (m, 1 H, H3'A%), 4.23-4.15 (m,
3 H, H4'O%, H5'A%), 3.80-3.77 (m, 1 H, H5'™), 3.74-3.71 (m, 1 H, H5'®%), 2.48 (ddd, J = 3.0, 6.0,
14.0 Hz, 1 H, H2'™), 1.99-1.93 (m, 1 H, H2').
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13C NMR (126 MHz, D;0): 5 = 162.1 (Cq), 154.6 (CO), 151.9 (Cq), 151.8 (C2"¢ or C81), 148.7
(Cq), 142.7 (C6), 140.0 (C2"° or C8Y), 118.4 (Cq), 95.4 (C1'%Y), 86.2 (C5>), 86.0 (C4'™N),
85.6 (C1'A%), 83.5 (C3'Ad), 75.1 (C3'™N), 70.4 (C4A), 65.1 (C2'A), 64.2 (C5), 60.5 (C5'™),
37.9 (C2'o).

31p NMR (202 MHz, MeOD): 8= - 0.65.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]" Calcd for C19H25N1109P 582.15743; Found 582.15601.
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General procedure for preparation of phosphines 10a to 10h

To a solution of (2-hydroxyphenyl)diphenylphosphine (1 equiv) in DCM were successively
added DCC (3 equiv), DMAP (4 equiv), and a carboxylic acid (3 equiv). The mixture was stirred
overnight at room temperature then filtered through a pad of Celite® and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc as eluent to afford the desired phosphine.

Compound 10a: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl acetate

Ph___Ph
P

10a

Chemical Formula: C5yH{70,P
Molecular Weight: 320,32776

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10a was
obtained (215 mg, 93%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (95/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl)diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and acetic acid (123 uL, 2.1 mmol) in DCM (9 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.39-7.31 (m, 11 H, HA), 7.15-7.12 (m, 2 H, H”"), 6.86-6.84
(m, 1 H, HA), 1.98 (s, 3 H, CHa).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 168.9 (C=0), 152.7 (C*"), 135.6 (C*"), 134.1 (2C*", 133.9 (2
CA1), 133.7 (C*), 130.4 (CA1), 130.3 (C*), 129.9 (C*), 129.1 (2CA7), 128.7 (2C*), 128.6 (2CA),
126.1 (CA7), 122.6 (C*), 20.6 (CHa).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 15.8.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]" Calcd for C20H1802P 321.10444; found 321.10383.
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Compound 10b: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl benzoate

Ph___Ph
P
(o)
o
10b

Chemical Formula: Cy5H;g0,P
Molecular Weight: 382,39876

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10b was
obtained (247 mg, 82%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (95/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and benzoic acid (263 mg, 2.1 mmol) in DCM (5 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.72 (d, J = 5.0 Hz, 2 H, HA, 7.36 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, HA),
7.26 (t, J=7.5 Hz, 1 H, HA), 7.22-7.14 (m, 13 H, HA), 7.01 (t, J = 5.0 Hz, 1 H, H"), 6.76-6.74
(m, 1 H, HA).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 164.3 (C=0), 152.8 (C*"), 135.5 (C*), 134.2 (2C*), 134.0
(2CA, 133.6 (C*), 133.4 (C*), 130.8 (C*), 130.7 (C*), 130.2 (2C*), 129.9 (C*), 129.2 (C*),
129.0 (2C*7), 128.6 (2CA7), 128.5 (2C), 128.3 (2C*), 126.2 (C*), 122.6 (C™).

3P NMR (202 MHz, CDCl3):0 = - 15.4.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C2sH2002P 383.11954; found 383.11975.
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Compound 10c: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl pyridine

Ph_.__Ph
P
i Om
(0] N/
10c

Chemical Formula: C5H,0NO,P
Molecular Weight: 397,41376

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10c was
obtained (270 mg, 95%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (5/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and 2-(pyridin-3-yl) acetic acid (311 mg, 2.1 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.39 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, HA"), 8.27 (s, 1 H, HA), 7.35 (d, J =
7.8 Hz, 2 H, HAY, 7.29-7.21 (m, 10 H, H A7, 7.08-7.02 (m, 3 H, HA), 6.74-6.71 (m, 1 H, HA",
3.43 (s, 2 H, CHo).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 168.6 (C=0), 152.7 (C*), 150.6 (C*"), 148.6 (C*"), 137.1 (C*"),
135.5 (C*), 134.1 (2C*), 133.9 (2C*1), 133.8 (CA1), 130.3 (CA7), 130.2 (C*7), 130.0 (C*), 129.2
(2CA1), 128.9 (C), 128.8 (2C~), 128.7 (2CA), 126.4 (CA7), 123.4 (CA), 122.4 (C7), 37.9 (CHy).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 15.8.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for CasHaiNO2P 398.13099: found 398.13031.
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Compound 10d: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl diazirinelt

Ph.__Ph
P N=N
OM
(o]
10d

Chemical Formula: Cy3H,;N,O,P
Molecular Weight: 388,40676

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10d was
obtained (289 mg, 79%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (95/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl)diphenylphosphine (262
mg, 0.9 mmol) and 3-(3-methyl-3 H-diazirin-3-yl) propionic acid (363 mg, 2.7 mmol) in DCM
(10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.27-7.23 (m, 11 H, HA", 7.10-7.08 (m, 1 H, H), 7.04 (t, J =
7.5 Hz, 1 H, H"), 6.77-6.74 (m, 1 H, HA), 2.04 (t, J = 10.0 Hz, 2 H, CHy), 1.45 (t, J = 7.5 Hz, 2
H, CH,), 0.89 (s, 3 H, CHa).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 170.1 (C=0), 152.6 (C*), 135.5 (C*), 134.0 (2C*"), 133.9
(2CA1, 133.7 (C*), 130.3 (CA1), 130.2 (CA7), 129.9 (C*), 129.1 (2C*Y), 128.7 (2CA7), 128.6 (2C),
126.2 (CA1), 122.5 (C*), 29.4 (CHy), 28.5 (CH2),24.9 (Cq@@ne), 19.6 (CHs).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 15.8.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C23H2202N2P 389.14134; found 389.14165.

160 Ahad, A. M., Jensen, S. M., Jewett. J. C. Org. Lett. 2013, 15, 5060-5063.
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Compound 10e: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl benzophenone

10e

Chemical Formula: C3,H,303P
Molecular Weight: 486,50676

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10e was
obtained (230 mg, 88%) as a colorless oil, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (95/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (150
mg, 0.54 mmol) and 4-benzoylbenzoicacid (366 mg, 1.62 mmol) in DCM (10 mL).

'H NMR (500 MHz, CDClz): 3 = 7.89 (d, J = 8.25 Hz, 2 H, HA'*"), 7.74 (d, J = 7.7 Hz, 2 H,
HArbenz0) 7,69 (d, J = 8.2 Hz, 2 H, HA™™0), 7.55 (t, J = 7.35 Hz, 1 H, HA"%*°), 7.44 (t, J = 7.65
Hz, 2 H, HAT%20) 7.38.7.36 (m, 1 H, HAP%s), 7.32-7.27 (m, 11 H, HATP%s), 7.13 (t, J = 7.55 Hz,
1 H, HATP5), 6.84-6.82 (m, 1 H, HA"Phos),

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 196.0 (C=0), 163.6 (C=0), 152.7 (CATP"°s), 141.7 (CArbenzoy,
137.0 (CATbenz0), 135.4 (CATPos), 135.3 (CATPos), 134.3 (2C, CAPos) 134.1 (2C, CAPos), 133.7
(CArphosy 1331 (CATbenz0y 1323 (CATPIos)  130.8 (CATPIes), 130.7 (CATP°s), 130.2 (2C, CArbenzo),
130.1 (2C, CArbenz0) 130.0 (CATPIos) 129.7 (2C, CATbenz0) 129 .2 (CATPhos) 128.8 (2C, CATPhos),
128.7 (2C, CAPhos) 128.6 (2C, CATbenz0), 126.5 (CATPIos) 122 5 (CATPhosy

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = -15.3.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for Cs2H2403P 487.14631; found 487.14520.
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Compound 10f: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl biotin

\FO

10f

Chemical Formula: CygHygN,O5PS
Molecular Weight: 504,58476

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10f was obtained
(33 mg, 18%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (4/6) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl)diphenylphosphine (100
mg, 0.35 mmol) and Biotin (256 mg, 1.05 mmol) in DCM (8 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.40-7.30 (m, 11 H, HA), 7.17-7.13 (m, 2 H, HA), 6.84-6.82
(m, 1 H, H™), 5.84 (bs, 1 H, NH), 5.32 (bs, 1 H, NH), 4.49-4.46 (m, 1 H, CH), 3.13-3.09 (m, 1
H, CH), 2.91-2.87 (m, 1 H, CHy), 2.74-2.71 (m, 1 H, CH>), 2.31 (t, J = 15.0 Hz, 2 H, CH_), 4.29-
4.27 (m, 1 H, CH), 1.69-1.62 (m, 2 H, CHy), 1.61-1.52 (m, 2 H, CH,), 1.42-1.37 (m, 2 H, CH_).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 171.6 (C=0), 163.6 (C=0), 153.0 (C*), 135.8 (C*"), 135.7
(CA), 134.2 (C*), 134.1 (C*), 134.0 (2C*), 133.9 (C*), 130.4 (C*), 130.2 (C*), 130.1 (C*),
129.2 (2C*), 128.8 (2C*), 128.7 (2C*), 126.3 (C*), 122.7 (C*), 62.0 (CH), 60.2 (CH), 55.5
(CH), 40.7 (CHy), 33.7 (CHz), 28.3 (CH>), 24.5 (CHy).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): 6 = - 16.3.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C2sH3z003N2PS 505.17093; found 505.17132.
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Compound 10g: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl diazobenzene

10g

Chemical Formula: C31Hy3N,0,P
Molecular Weight: 486,51076

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10g was
obtained (323 mg, 92%) as an orange foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (95/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and (E)-4-(phenyldiazenyl) benzoic acid (406 mg, 2.1 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCla): & = 7.94-7.89 (m, 4 H, H"), 7.83-7.80 (m, 2 H, HA"), 7.49-7.40 (m,
3 H, HA), 7.38 (t, J = 7.7 Hz, 1 H, HA), 7.32-7.28 (m, 11 H, HAY, 7.13 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, HAY,
6.85-6.82 (M, 1 H, H™).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 163.8 (C=0), 155.4 (C*), 152.9 (C*), 152.7 (C*"), 135.4 (C*"),
134.3 (2C*), 134.1 (2C*), 133.7 (C*), 131.9 (C*), 131.3 (2C*7), 130.9 (C*), 130.8 (C*), 130.0
(CA), 129.3 (2CA7), 129.2 (2C*), 128.7 (3CAY), 128.6 (2C*), 126.4 (C*), 123.3 (2C*), 122.7
(CA), 122.6 (2CA).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): 6 = - 15.2.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]" Calcd for C31H24N202P 487.15754; found 487.15692.
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N-Boc-g-Ala

(o)

BocHN /\)kOH

Chemical Formula: CgH,5NO,
Molecular Weight: 189,21100

B-alanine (1 g, 11.2 mmol) was dissolved in a (2:1) solution of NaOH (1M in 1.4-dioxane) and
di-tert-butyldicarbonate (2.45 g, 11.2 mmol) was added at 0° C. The reaction was stirred for
16h at room temperature. The aqueous mixture was extracted with Et,O, the aqueous layer
was acidified with HCI 1M until pH 2 and partitioned between EtOAc and brine. The organic
layer was dried over MgSO. and concentrated under reduce pressure to yield N-Boc-B-alanine

(1.2 g, 56%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 2.94 (t, J = 6.80 Hz, 2 H, CH,), 2.12 (t, J = 6.80 Hz, 2 H, CH,),
1.08 (s, 9 H, HB).,

13C NMR (126 MHz, MeOD): 8= 175.4 (C=0), 158.3 (C=08°), 80.1 (Cqt), 37.4 (CH.), 35.3
(CHs), 28.7 (3C, CHa).

HRMS (ESI) m/z: [M - H] Calcd for CgH1sNO4 188.09283; found 188.09276.
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Compound 10h: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Boc-g-Ala

10h

Chemical Formula: CygH,5NO4P
Molecular Weight: 449,48676

Following the general procedure for the preparation of phosphine, compound 10h was
obtained (272 mg, 84%) as a colorless oil, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (8/2) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl)diphenylphosphine (200
mg, 0.72 mmol) and N-Boc-B-alanine previously prepared (339 mg, 2.16 mmol) in DCM (10
mL).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.40-7.34 (m, 7 H, HA), 7.30-7.26 (m, 4 H, H*), 7.18-7.15 (m,
2 H, H*), 6.84-6.82 (m, 1 H, HA), 3.23 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CHy), 2.47 (t, J = 6.60 Hz, 2 H, CHy),
1.43 (s, 9 H, HE),

13C NMR (126 MHz, CDCls): 8= 170.6 (C=0), 156.0 (C=0), 152.8 (C*), 135.5 (C*"), 135.4
(CA1), 134.2 (2C*), 134.0 (2C*7), 132.0 (C*), 131.9 (CA1), 130.2 (C*), 129.3 (2CA7), 128.8 (2C),
128.7 (2C*),126.5 (CA1), 122.7 (C*), 79.5 (CB*), 36.0 (CH>), 34.9 (CH,), 28.6 (3C, CHsa).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = -16.7.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C26H20NO4P 450.18342; found 450.18237.
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Compound 10i: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl g-Ala

Ph_.__Ph
P

o] NH, TFA
PR

Chemical Formula: Cy3H,oF3NO3P
Molecular Weight: 446,38597

Compound 10h (270 mg, 0.60 mmol) was suspended in 3.3 ml of 2M TFA solution in DCM and
the reaction was stirred 2h at room temperature. The reaction mixture was concentrated under
reduced pressure and the residue was purified by flash chromatography (DCM/ MeOH 9/1) to
yield 10i (210 mg, 75%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 7.46-7.42 (m, 1 H, HA"), 7.40-7.36 (m, 6 H, HA"), 7.30-7.26 (m,
4 H, HA), 7.23-7.19 (M, 2 H, HA), 6.86-6.83 (M, 1 H, HA"), 3.09 (t, J = 6.82 Hz, 2 H, CHy), 2.73
(t, J = 6.90 Hz, 2 H, CH,).

13C NMR (126 MHz, MeOD): & = 171 (C=0), 154.1(C*"), 136.7 (C*), 136.6 (C*"), 135.0 (2C*"),
134.9 (2C*), 131.6 (C*), 131.5 (C*), 131.3 (C*), 130.4 (2CA), 129.9 (2C*), 129.8 (2C*),
127.7 (C*), 123.7 (C*), 36.1 (CH,), 32.3 (CHy).

31p NMR (202 MHz, MeOD): & = - 16.9.
9F NMR (471 MHz, MeOD): & = - 77.0.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C21Ha1NO2P 350.13099; found 350.13044.
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2-(p-tolylamino)acetonitrilet6t

N_~Z
T

Chemical Formula: CgH4oN,
Molecular Weight: 146,19300

To a mixture of p-toluidine (3 g, 28 mmol) in MeCN (60 mL) were successively added Nal (2.1
mg, 14 mmol), K.CO3 (4.4 g, 34 mmol) and bromoacetonitrile (2.07 mL, 30 mmol). The mixture
was refluxed for 3 h. The reaction mixture was filtered and partitioned between EtOAc and
H.O. The organic layer was separated and washed with brine. The crude product was purified
by column chromatography using cyclohexane/EtOAc 8/2 as eluent to give the desired product
as a yellow oil (3.7 g, 90%).

IH NMR (500 MHz, CDCl3):5 = 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, H*), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, HAY,
4.07 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, CHy), 2.31 (s, 3 H, CHa).

161 Dai, L.-L., Zhang, H.-Z., Nagarajan, S., Rasheed, S., Zhou, C.-H. Med. Chem. Commun. 2015, 6, 147.
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5-amino-3-(p-tolyl)-1,2,3-oxadiazol-3-ium chloridel62

O-N g

L AP
cl Me

Chemical Formula: CgH;(N3;OCI
Molecular Weight: 211,64900

To a solution of 2-(p-tolylamino)acetonitrile (3.7g, 25.3 mmol) in Et;O (60 mL) was added
isopentyl nitrite (6.81 mL, 50.6 mmol). The mixture was stirred for 20 h at room temperature.
Then a solution of HCI 4M in dioxane (64 mL) was added to the mixture and the reaction was
stirred for 24 h. The precipitate was collected by filtration and the iminosydnone was obtained

as a beige powder (3.75 g, 70%).

IH NMR (500 MHz, DMSO): & = 9.90 (bs, 2 H, NHy), 8.60 (s, 1 H, CHS), 7.94 (d, J = 8.5 Hz,
2 H, HA), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 2 H, HA), 2.46 (s, 3 H, CHa).

13C NMR (126 MHz, DMSO): & = 169.4 (Cq®?), 144.1 (C*7), 130.7 (C*, 2C), 130.4 (C*), 122.3
(CA, 2C), 101.9 (CH), 20.9 (CHa).

162 Riomet, M., Decuypere, E., Porte, K., Bernard, K., Plougastel, L., Kolodych, S., Audisio, D., Taran, F. Chem.
Eur. J. 2018, 24, 8535-8541.
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Compound 11: (3-methyl-1H-imidazol-3-ium-1-carbonyl)(3-(p-tolyl)-1,2,3-
oxadiazol-3-ium-5-yl)amide iodide'®®

Me

Iminosydnone (300 mg, 1.4 mmol) was added to a solution of 1,1’-carbonyldiimidazole (252
mg, 1.55 mmol) in a DMF/MeCN mixture (3/1, 4 mL). The solution was stirred at room
temperature for 1 h before being concentrated under reduced pressure. The crude product
was dissolved in anhydrous acetonitrile (4 mL), and Mel (294 pL, 4.72 mmol) was added. The
mixture was stirred for 16 h at room temperature before being concentrated under reduced
pressure leading to compound 11 (430 mg, 75% over 2 steps). Due to its instability, the

activated sydnone 11 was used in the next step without further purification.

163 Riomet, M., Porte, K., Madegard, L., Thuéry, P., Audisio, D., Taran, F. Org. Lett. 2020, 6, 2403-2408.
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Compound 10j: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl sydnone

P’ o
N

H
o) N PNE
O e

Chemical Formula: C3;H,;N,O4P
Molecular Weight: 550,55476

Compound 10i (50 mg, 0.10 mmol) and DIPEA (26 pul, 0.15 mmol) were added to a solution of
compound 11 (30 mg, 0.10 mmol) in anhydrous DCM (5 mL). The mixture was stirred for 16 h
at room temperature before being concentrated under reduced pressure. The crude product
was purified by column chromatography (DCM/MeOH, 95/5) to give the desired product 10j as
a yellow foam (30 mg, 54%).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.16 (s, 1 H, CH), 7.67 (d, J = 8.50 Hz, 2 H, HASYd), 7.43 (d,
J =8.25 Hz, 2 H, H*Sv), 7.38-7.33 (m, 11 H, HA), 7.19-7.14 (m, 2 H, H™"), 6.87-6.84 (m, 1 H,
HAY), 3.46-3.42 (M, 2 H, CHy), 2.54 (t, J = 6.3 Hz, 2 H, CH,), 2.50 (s, 3 H, CHa).!

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 172.9 (Cg), 170.4 (C=0), 161.7 (C=0), 152.8 (C*), 143.8
(CA), 135.7 (C*), 134.2 (2C*), 134.0 (2C*), 133.9 (C*), 132.0 (C*), 131.9 (C*), 131.0 (2C*),
130.4 (C*7, 130.3 (CA1), 130.1 (CA7), 129.2 (2CA"), 128.8 (2C*), 128.7 (2C*), 126.3 (C*), 122.8
(CA), 121.4 (2C*), 101.8 (CH®9), 35.9 ( CHy), 34.9 (CH,), 21.6 (CHa).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): 6 = - 16.2.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for Ca1H2sN4O2P 551.18427; found 551.18386.
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General procedure for traceless Staudinger ligation with dinucleotide 9

The reactions were performed in an Eppendorf tube and heated in a Thermo-Shaker plate
(Grant Bio). To a solution of dinucleotide 9 (1 equiv) in DMF/H,0O (9/1, 1mL) was added the
phosphine (10 equiv) and the mixture was stirred 4 h at 70°C. Then, an excess of water (3mL)
was added, and the mixture was stirred 2 h at 70°C. After lyophilization, the residue was
purified by HPLC, yields were determined by relative integration at 254 nm and all peaks were

characterized by masse.
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LCMS analysis for compound 12 (conditions A)
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C18 100-5 NUCLEOSIL (Macherey Nagel), 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Flow: 1,3 mL/min; gradient: 0 to 63 % B in 30 min (A: NH,OAc; B: MeCN) at rt.

NH, NH, NH,
» » C
HO N/&O HO N’l%o HO N/&o
[ L e
o NH o NH, o) NH,
0-P=0 N-_~y 0-P=0 NNy 0-P=0 N~y
o ¢ I: o < I o ¢ I J
j o NN o N) o N
HO HN\(O 0. _NH HO NH,
i  Me Ph’P‘Pho 1
Me
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o}
12°¢
Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
13.080 759 866 13 50% 556.19 556.07
13.345 334 308 12 22% 597.16 598.13
21.660 413 245 12’ 28% 873.24 874.07

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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LCMS analysis for compound 14 (conditions A)

mAU
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C18 100-5 NUCLEOSIL (Macherey Nagel), 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Flow: 1,3 mL/min; gradient: 0 to 63 % B in 30 min (A: NH,OAc; B: MeCN) at rt.

NH, NH, NH,
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NH,
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Ret. Time? Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
14.231 5710 000 14 77% 660,19 660.27
26.855 1666 418 14 23% 936,26 936.33

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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LCMS analysis for compound 15 (conditions A)
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C18 100-5 NUCLEOSIL (Macherey Nagel), 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Flow: 1,3 mL/min; gradient: 0 to 63 % B in 30 min (A: NH,OAc; B: MeCN) at rt.

0 NH, NH, o NH,
0-P=0 N N 0-P=0 N N 0-p=0 N SN
o < I o < 1 o < I
o) N o NN o NN
0
HO HN O _NH HO NH,
.5 ( = Ph-P~Ph 3
N IO \/
N
15’
Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
13.010 350 929 13 27% 556.16 556.27
14.425 380 149 15 24% 675.20 675.13
22.225 647 221 15’ 49% 951.27 951.20

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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LCMS analysis for compound 16 (conditions A)

mAU
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16 o >N 13
N=i \g/\)r
16’
Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
16.778 1406 407 13 76% 556.15 556.20
19.500 2223096 16 12% 666.21 666.20
29.760 2197 759 16’ 12% 942.29 942.27

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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LCMS analysis for compound 17 (conditions A)
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C18 100-5 NUCLEOSIL (Macherey Nagel), 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Flow: 1,3 mL/min; gradient: 0 to 63 % B in 30 min (A: NH,OAc; B: MeCN) at rt.
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~N SN SN
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RS LS o I AT A
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Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found

20.695 3410 158 17 56% 764.21 764.13
22.006 1172578 17v 20% 764.21 764.20
27.955 1459 669 17 24% 1040.28 1040.33

apeak after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield;  Ligated

compound 17 was detected in 2 peaks probably due to the different protonation state of the molecule.
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LCMS analysis for compound 18 (conditions A)
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C18 100-5 NUCLEOSIL (Macherey Nagel), 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Flow: 1,3 mL/min; gradient: 0 to 63 % B in 30 min (A: NH,OAc; B: MeCN) at rt.
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Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
15.345 656 184 18 59% 782.24 782.20
22.754 451 062 18’ 41% 1058.31 1058.33

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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LCMS analysis for compound 19 (conditions A)
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C18 100-5 NUCLEOSIL (Macherey Nagel), 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Flow: 1,3 mL/min; gradient: 0 to 63 % B in 30 min (A: NH,OAc; B: MeCN) at rt.
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Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found

12.977 585 495 13 23% 556.17 556.07
22.591 1209 759 19 47% 764.23 764.13
30.197 782 812 19 30% 1040.30 1040.47

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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LCMS analysis for compound 20 (conditions B)
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C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 um. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH;COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)
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Me Me
Ret. Time? Area Attribution Yield [M+H] [M+H]
Calculated Found
8.5 2 844 798 13 5% 554.1518 554.1418
10.4 780 009 9 2% 580.1423 580.1445
12.5 50520 148 20 86% 826.2428 826.2437
16.3 3968 332 20’ 7% 1102.3132 1102.3125

2 peaks after 30 min were attributed to phosphine derivatives and were not incorporated in the global yield.
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Compound 21: bis(2-cyanoethyl) diisopropylphosphoramidite®

Chemical Formula: C{,H,,N3;0,P
Molecular Weight: 271,30076

(2-cyanoethyl)-diisopropylcholorophosphoramidite (1 g, 4.2 mmol) was added at 0 °C to a
solution of 3-hydroxypropanenitrile (577 uL, 8.4 mmol) and DIPEA (2.2 mg, 12.6 mmol) in THF
(3 mL). The reaction was stirred 15 min at 0 °C and 30 min at room temperature. The reaction
mixture was partitioned between EtOAc and a phosphate buffer solution (pH = 7). The organic
layer was separated and washed with brine. The crude product was purified by column
chromatography using cyclohexane/EtOAc 6/4 as eluent to give the desired product as a

colorless oil (205 mg, 18%).

Note: The silica gel was neutralized with a solution of cyclohexane with 1% NEt; before the

purification.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 3.95-3.74 (m, 4 H, CHy), 3.69-3.54 (m, 2 H, CH™"), 2.67-2.62
(M, 4 H, CH2), 1.20 (s, 6 H, Me"™), 1.17 (s, 6 H, Me™).

164 Uhlmann, E., Engels, J. Tetrahedron Lett. 1986, 27, 1023-1026.
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Compound 22: pdC-pA-2’-Ns

HO N,

Chemical Formula: C19H22N11012P23-
Molecular Weight: 658,39917

To a solution of 2’-azido-adenosine derivative 8 (70 mg, 0.13 mmol) in MeCN (300 pL) was
added Ac-dC-PCNE phosphoramidite (250 mg, 0.32 mmol) in MeCN (2 mL) and a 0.45 M
tetrazole solution in MeCN (3 mL, 1.37 mmol) and. After stirring at rt for 1 h, a 0.1 M iodine
solution in THF/HO/Pyridine (75/2/20, 4 mL) was added. After 30 min, the reaction mixture
was diluted with EtOAc, washed with water, a saturated solution of Na>S;Os and brine. The
organic layers were combined, dried over anhydrous MgSOy, filtered and concentrated under
vaccuo. The residue was then stirred with a 3% TCA solution in DCM (7.6 mL) at rt for 30 min.
The reaction mixture was diluted with DCM and the organic layer washed with a saturated
solution of NaHCO3z and brine, dried over MgSOQ., filtered and evaporated. The crude product
was then dissolved in MeCN (2 mL) and bis(2-cyanoethyl)diisopropylphosphoramidite 21 (92
mg, 0.34 mmol), followed by tetrazole (3 mL, 1.37 mmol, 0.45 M solution in MeCN) were added.
The mixture was stirred at rt for 3 h and a 0.1 M solution of |2, in THF/HO/Pyridine (75/2/20,
3.4 mL) was added. After being stirred at rt for 1 h, the mixture was diluted with EtOAc and
washed successively with a saturated solution of Na;S;03 and brine, dried over anhydrous
MgSOQ,, filtered and concentrated to dryness. The crude was dissolved in a 5 M solution of
MeNH: (EtOH/H.0, 1/1) (5.5 mL) and the reaction was stirred at rt 24 h. The residue was then
dissolved in MeOH (15 mL) and CsF (4.1 g, 27.4 mmol) was added. The reaction mixture was
stirred at 60 °C for 24 h. After concentration under vacuo, the residue was purified by HPLC.
The appropriate fractions were collected and lyophilized, to give the dinucleotide 22'% as a
white foam (6 mg, 16%).

165 Fonvielle, M., Mellal, D., Patin, D., Lecerf, M., Blanot, D., Bouhss, A., Santarem, M., Mengin-Lecreux, D.,
Sollogoub, M., Arthur, M., Etheve-Quelquejeu, M. Chem. Eur. J. 2013, 19, 1357-1363.
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IH NMR (500 MHz, D,0): & = 8.50 (s, 1 H, H8! or H2"%), 8.27 (s, 1 H, H8! or H2AY), 7.75 (d,
J=7.5Hz, 1H, H6), 6.17-6.14 (m, 2 H, H5, H1*A%), 6.03 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, H1°™"), 4.89-
4.86 (m, 2 H, H2'Ad, H3'O), 4.80 (m, 1 H, H4'O"), 4.38-4.37 (m, 1 H, H3"A%), 4.28 (s, 1 H, H4*Aq),
4.22-4.14 (m, 2 H, H5A%), 4.03-4.01 (m, 2 H, H5'™), 2.40-2.36 (m, 1 H, H2'®), 1.89-1.83 (m,
1 H, H2'on),

13C NMR (126 MHz, D,0): & = 165.6 (Cq), 155.5 (C=0), 153.1 (C2A9 or C8~9), 141.1 (C2*¢ or
C87Y), 139.6 (Cq), 96.5 (C1'™"), 86.2 (C5™), 86.0 (C4'™M), 85.6 (CTA%), 83.6 (C3AT), 76.2
(C3'O), 70.4 (C4A), 64.9 (C2AY), 64.2 (C5AY), 64.5 (C5'™Y), 38.0 (C2'™Y).

31p NMR (202 MHz, D-O): & = 0.19.

HRMS (ESI) m/z: [M - H] Calcd for for C19H22N11012P2 660.1087; found: 660.1116.
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Compound 23: 24-nt RNA

NH,

ofo. CL

o NH,

i

ol
HO  Nj

2’-azido-dinucleotide 22 was ligated to RNA-helix (5-GGGGCCUUAGCUCAGGCUCCAC-3’)
with purified T4 RNA ligase. RNA-helix was synthesized by the phosphoramidite method and
purified by polyacrylamide gel electrophoresis (Eurogentec). The ligation reaction was
performed at 37 °C for 120 min in 500 pL of HEPES buffer (50 mM, pH 7.5) containing RNA
helix (40 nmol, 40 yM), 2’-azido-dinucleotide 22 (400 nmol, 400 uM), T4 RNA ligase (0.6
mg/mL), DMSO (10%), ATP (1 mM), and MgClz (15 mM). The product of the ligation reaction
23 was purified by anion exchange chromatography (DNAPac PA 100, 250 x 4 mm; Dionex)
with linear NH4OAc gradient (25 to 2500 mM, pH 8.0) containing 0.5 % MeCN, which was
applied for 30 min at a flow rate of 1 ml.min't. Fractions containing the ligation product were
identified by PAGE-SDS , lyophilized, dissolved in RNAse-free water and stored at - 20°C (€260
nm=2.26.105 M*.cm™; 15.4 nmol, 46%).

MS (ES|) m/z; [M-H]’C&lCd for C227H284N930164P23 7651.6; found: 7651.5.
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Procedure for traceless Staudinger ligation with RNA16

RNA 23 (5nmol) was diluted in a DMF/ RNAse free H,O mixture (1/1.7pL) in a PCR tube and
7uL of a solution of phosphine 10e at the concentration 100 mM (700 nmol ) in DMF / RNAse
free H,O (1/1) was added. The mixture was incubated for 4 h at 70 °C in a thermocycler with
the lid heated at 80 °C to avoid condensation on the cap of the tube. RNAse free H,O (42 pL)
was then added and the mixture was incubated for an additional 2 h at 70 °C. The crude was
centrifuged 5 min at 4°C and the supernatant purified by HPLC using conditions C.

LCMS analysis for compound 24 (conditions C)
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DNAPac PA-100 (ThermoFisher Scientific) column (9 mm x250 mm) with linear NH,OAc gradient (25 to 2500 mM, pH 8.0)
containing 0.5 % MeCN, which was applied for 30 min at a flow rate of 1 ml.minat 22 °C and UV detection at 260 nm.
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(mL of B) Calculated Found
F1 57.79 92 8083 26 27% 7377.36 7378.4
F2 59.64 49 8690 25 15% 7625.60 7624.6
F3 64.89 114 8341 23 33% 7651.60 7647.2
F4 75.67 24 2585 24 7% 7833.81 7838.8
F5 83.99 61 6558 24’ 18% 8110.08 8111.6
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Compound  27: -amino-3’-5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)  N°-benzoyl
adenosine

NHBz
N
N
7
meso_ < |l /)
NN
(o)
TBSO NH,

Chemical Formula: CygH46NgO,Si,
Molecular Weight: 598,89500

Compounds 6 (170 mg, 0.27 mmol) was dissolved in MeOH (6 mL) and 10 % wt Pd/C (5.8 mg,
0.05 mmol) was added. The reaction mixture was stirred under 1 atm hydrogen atmosphere
for 16 h. The mixture was then filtered over Celite® and concentrated. The residue was purified
by silica gel chromatography using Cyclohexane/EtOAC (2/8) as eluent to afford compound
27 as white foam (139 mg, 85%).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 9.16 (s, 1 H, NHE?), 8.77 (s, 1 H, H2 or H8), 8.28 (s, 1 H, H2
or H8), 8.07-7.92 (m, 2 H, H??), 7.66-7.38 (m, 3 H, H??), 5.97 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, H1"), 4.34 (d,
J=7.5Hz, 1H, H3), 4.18-4.12 (m, 1 H, H4’), 4.07-3.94 (m, 1 H, H2’), 3.93-3.83 (M,1 H, Ha5"),
3.81-3.74 (m,1 H, Hu5'), 2.12 (bs, 2 H, NHy), 0.96 (s, 9 H, tBuB®), 0.91 (s, 9 H, tBu™S), 0.16
(bs, 6 H, Me™9), 0.10 (m, 6 H, Me™®S),

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 165.8 (C=0), 152.7 (C2 or C8), 152.4 (Cq), 150.3 (Cq), 141.7
(C2 or C8), 134.2 (Cq), 132.8 (CH®?), 128.4 (2CHE?), 128.0 (2CHE?), 124.0 (Cq), 89.9 (C1’),
87.2 (C4), 74.1 (C3'), 63.5 (C5'), 59.4 (C2'), 26.3 (tBu>), 25.9 (2 C, tBu™S), 18.5 (Cq'™®S),
18.3 (CqQT™®9) - 4.2 (MeT®S), - 4.4 (Me™®9), - 5.0 (MeT®S), - 5.1 (MeT®9).

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]* Calcd for C29H4sNsO4Si-Na 621.31011; found 621.2918.
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Compound 28: 2-GlyBoc-3-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N8-benzoyl
adenosine

NHBz
N X
N
7
TBSO 0<N |N/)

TBSO HN NHBoc
T{

Chemical Formula: C36H57N707Si2
Molecular Weight: 756,06400

To a solution of N-Boc-Gly (176 mg, Immol) in DCM (8 mL) were successively added EDCI
(192 mg, 1 mmol) and HOBt (135 mg, 1 mmol). The mixture was stirred 30 min at room
temperature and compound 27 (300 mg, 0.5 mmol) was added at 0 °C. The reaction mixture
was then stirred at room temperature for 16 h. EtOAc and brine were added and the organic
phase was washed 3 times with brine. The organic layer was dried over MgSOy, filtered and
concentrated. The residue was purified by silica gel chromatography using cyclohexane/EtOAc
(4/6) as eluent to afford compound 28 (120 mg, 32%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 8.64 (s, 1 H, H2 or H8), 8.49 (s, 1 H, H2 or H8), 8.03-8.02 (m,
2 H, HB?), 7.59-7.57 (m, 1 H, H??),7.51-7.48 (m, 2 H, H®?), 6.17 (d, J = 7.2 Hz, 1 H, H1),5.21-
5.19 (m, 1 H, H2"), 4.61 (s, 1 H, H3"), 4,13 (s, 1 H, H4’), 3.69-3.93 (m,1 H, H.5’), 3.82-3.80 (m,1
H, Hp5') 3.70-365 (M, 1 H, CH2®), 3.55 (s, 1H, CH.®Y), 1.3 (s, 9 H, tBut*), 0.96 (s, 9 H,
tBu'®8),0.87 (s, 9 H, tBU™S), 0.15 (s, 6 H, Me™S), 0.06 (s, 3 H, Me™S), 0.05 (m, 3 H, MeTeS).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 172.0 (C=0), 168.0 (C=0), 153.3 (C2 or C8), 151.2 (Cq),
144.2 (C2 or C8), 135.0 (Cq), 133.9 (CHE?), 129.7 (2CH®?), 129.4 (2CH®?), 128.2 (Cq), 125.1
(Cq) 86.6 (C1'), 88.1 (C1’), 80.8 (CqB*), 73.5 (C3'), 64.2 (CH,SY) 57.0 (C2'), 44.8 (C5'), 28.7
(tBuB), 26.5 (2 C, tBu™S), 19.3 (Cq™®S), 19.0 (CqT®S) - 4.4 (MeT®S), - 4.5 (MeT®S), - 5.3 (MeTES),
- 5.1 (MeT®S).
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Compound 29: 2’-GlyGlyBoc-3-5”-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N®-benzoyl

adenosine

NHBz
N N N
4

TBSO <N | N/)

NHBoc

TBSO HN{H
o

Chemical Formula: C33HggNgOgSis
Molecular Weight: 813,11600

To a solution of N-Boc dipeptide 53 (89 mg, 0.37 mmol) in DMF (1 mL) were successively
added EDCI (73 mg, 0.37 mmol) and HOBt (52 mg, 0.37 mmol). The mixture was stirred 30
min at room temperature and compound 27 (191 mg, 0.31 mmol) was added at 0 °C. The

reaction mixture was then stirred at room temperature for 16 h. EtOAc and brine were added

and the organic phase was washed 3 times with brine. The organic layer was dried over

MgSO., filtered and concentrated. The residue was purified by silica gel chromatography using

cyclohexane/EtOAc (2/8) as eluent to afford compound 29 (222 mg, 86%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 8.50 (s, 1 H, H2 or H8), 8.18 (s, 1 H, H2 or H8), 7.87-7.86 (m,
2 H, H8?), 7.43-7.40 (m, 1 H, H??), 7.34-7.31 (m, 2 H, H®?), 7.13 (bs, 1 H, NH), 6.85 (bs, 1 H,
NH), 6.01 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, H1’), 5.46 (bs, 1 H, NH), 4.96-4.92 (m, 1 H, H2’), 4.35-4.34 (m,
1H, H3"), 4.00 (s, 1 H, H4’), 3.84-3.53 (m, 6 H, 2 CH.®Y and H5'), 1.23 (s, 9 H, tBu®>), 0.81 (s,
9 H, tBu™S), 0.77 (s, 9 H, tBuU™S), -0.00 (s, 6 H, Me™S), - 0.06 (s, 6 H, MeT™®S).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 170.3 (C=0), 169.2 (C=0), 165.2 (C=0), 156.1 (C=0), 152.3
(Cg), 152.1 (C2 or C8), 149.5 (Cq), 141.7 (C2 or C8), 133.6 (Cq), 132.7 (CHE?), 128.7 (CH®?),
128.1 (CHE?), 123.0 (CH®?), 87.3 (C4’), 86.3 (C1’), 80.0 (CqE*), 72.5 (C3'), 63.4 (CH.®Y), 55.8
(C2'), 44.0 (C5'), 42.9 (CH,®Y), 28.3 (tBuB®), 25.9 (tBuB®), 25.8 (tBut>), 18.4 (Cq'®S), 18.1
(CQ™®S), - 4.6 (Me™®S), - 4.7 (Me™®S), - 5.3 (MeTeS), - 5.4 (MeTeS).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]" Calcd for C3sHe1NgOgSi2> 813.41509; found 813.41347.
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Compound 30: 2-GlyBoc-3’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5’-hydroxy Né-benzoyl
adenosine

NHBz
N \N
4
HO <N | N/)

TBSO HN{NHBOC
o

Chemical Formula: C39H;3N,0Si
Molecular Weight: 641,80100

A 1/1 (v/v) mixture of TFA/H20 (600 uL, 7.5 mmol) was added at 0 °C to a solution of compound
28 (120 mg, 0.15 mmol) in a THF (3 mL). The reaction mixture was stirred for 1 h at room
temperature. EtOAc and a saturated solution of NaHCO3; were added and the organic phase
was washed 3 times with brine. The organic layer was dried over MgSO., filtered and
concentrated. The residue was purified by silica gel chromatography using DCM/MeOH (96/4)
as eluent to afford compound 30 (93 mg, 97%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.64 (s, 1 H, H2 or H8), 8.53 (s, 1 H, H2 or H8), 8.03-8.01 (m,
2 H, HB?), 7.61-7.58 (m, 1 H, HB?), 7.52-7.49 (m, 2 H, HE?), 6.14-6.12 (d, J = 7.65 Hz, 1 H, HT’),
5.20-5.17 (m, 1 H, H2’), 4.59-4.59 (m, 1 H, H3"), 4.16 (s, 1 H, H4’), 3.86-3.83 (M, 1 H, Ha5),
3.77-3.73 (m, 1 H, Hv5'), 3.86-3.83 (M, 1 H, CH,%Y), 3.55-3.51 (m, 1 H, CH,%Y), 1.38 (s, 9 H,
tBUB®), 0.97 (s, 9 H, tBu™S), 0.15 (s, 6 H, MeTeS).

13C NMR (126 MHz, MeOD): & = 172.6 (C=0), 167.9 (C=0), 158.3 (C =0), 153.2 (Cq), 153.0
(C2 or C8), 151.3 (Cq), 144.5 (C2 or C8), 135.0 (Cq), 133.9 (CH®?), 129.7 (2CHE?), 129.4 (2
CHE?), 125.3 (Cq), 89.6 (C1’), 89.0 (C4’), 80.9 (CqB™), 74.0 (C3'), 63.1 (C5'), 57.1 (C2’), 44.8
(CH,®Y), 28.7 (tBuB>), 26.4 (2 C, tBu'S), 19.0 (Cq™S), - 4.5 (Me™®S), - 4.6 (MeTeS).
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Compound 31: 2’-GlyGlyBoc-3’-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-hydroxy N°-
benzoyl adenosine

NHBz
N N N
HO </N | N/)

NHBoc

TBSO HN{”
o)

Chemical Formula: C3,H,6NgOgSi
Molecular Weight: 698,85300

A 1/1 (v/v) mixture of TFA/H20 (508 uL, 6.6 mmol) was added at 0 °C to a solution of compound
29 (108 mg, 0.13 mmol) in a THF (5 mL). The reaction mixture was stirred at 4 °C for 4 h.
EtOAc and a saturated solution of NaHCO3; were added and the organic phase was washed 3
times with brine. The organic layer was dried over MgSOy, filtered and concentrated. The
residue was purified by silica gel chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent to afford
compound 31 (42 mg, 45%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.65 (s, 1 H, H2 or H8), 8.25 (s, 1 H, H2 or H8), 7.99-7.97 (m,
2 H, HB?), 7.57-7.54 (m, 1 H, H?), 7.47-7.44 (m, 2 H, H®?), 7.34 (bs, 1 H, NH), 6.90 (bs, 1 H,
NH) 5.95 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, H1’), 5.54 (bs, 1 H, NH), 5.21-5.20 (m, 1 H, H2’), 4.56-4.66 (m, 1
H, H3), 4.19 (s, 1 H, H4"), 3.96-3.54 (m, 6 H, H5’ and 2 CH,®Y), 1.38 (s, 9 H, tBuB), 0.94 (s,
9 H, tBu™®S), 0.14 (s, 6 H, MeTeS).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 170.8 (C=0), 169.5 (C=0), 165.3 (C =0), 156.4 (C =0), 151.9
(Cg), 151.2 (C2 or C8), 150.1 (Cq), 143.4 (C2 or C8), 133.5 (Cqg), 132.9 (CH??), 129.2 (Cq),
128.9 (CHP?), 128.3 (CH®?), 128.1 (Cq), 124.9 (Cq), 90.0 (C1’), 89.4 (C4’), 80.3 (CqB*°), 73.1
(C3), 62.7 (C5’ or CH.®Y), 55.8 (C2), 44.1 (C5' or CH,%Y), 43.3 (C5’ or CH,SY), 29.7 (tBuB°),
25.9 (2 C, tBu'™®S), 18.2 (Cq™S), - 4.5 (MeT®9), - 4.6 (MeT®S).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for CazHa7NsOsSi 699.32861: found 699.32729.
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Compound 32: protected dCpA-2’-GlyBoc

NHAc

noo LI

NHBoc
TBSO HNjof

Chemical Formula: C44H60N11014PSi
Molecular Weight: 1026,08576

To a solution of compound 30 (45 mg, 70 umol) in MeCN (300 uL) was added Ac-dC-PCNE
phosphoramidite (250 mg, 324 umol) in MeCN (2 mL) and a 0.45 M tetrazole solution in MeCN
(2.6 mL, 0.70 mmol) and. After stirring at rt for 1 h, a 0.1 M iodine solution in THF/H>O/Pyridine
(75/2/20, 2.19 mL) was added. After 30 min, the reaction mixture was diluted with EtOAc,
washed with water, a saturated solution of Na»S;O3 and brine. The organic layers were
combined, dried over anhydrous MgSQO., filtered and concentrated under vaccuo. The residue
was then stirred with a 3% TCA solution in DCM (4.1 mL) at rt for 30 min. The reaction mixture
was diluted with DCM and the organic layer washed with a saturated solution of NaHCO3s and
brine, dried over MgSOQOs., filtered and evaporated. The residue was purified by silica gel
chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent to afford compound 32 (58 mg, 82%).

3P NMR (202 MHz, MeOD): & = - 2.9.
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Compound 33: protected dCpA-2’GlyGlyBoc

NHAc

hoo LI

o NHBz
|
0-P=0 N~y
~ o S
NC o N

NHBoc

N
TBSO HN\\( N

Chemical Formula: C4gHgzN1,045PSi
Molecular Weight: 1083,13776

To a solution of compound 31 (60 mg, 0.08 mmol) in MeCN (300 pL) was added Ac-dC-PCNE
phosphoramidite (250 mg, 0.32 mmol) in MeCN (2 mL) and a 0.45 M tetrazole solution in
MeCN (1.9 mL, 0.80 mmol) and. After stirring at rt for 1 h, a 0.1 M iodine solution in
THF/H2O/Pyridine (75/2/20, 2.6 mL) was added. After 30 min, the reaction mixture was diluted
with EtOAc, washed with water, a saturated solution of Na,S,O3z and brine. The organic layers
were combined, dried over anhydrous MgSOy, filtered and concentrated under vaccuo. The
residue was then stirred with a 3% TCA solution in DCM (4.7 mL) at rt for 30 min. The reaction
mixture was diluted with DCM and the organic layer washed with a saturated solution of
NaHCOs; and brine, dried over MgSOy, filtered and evaporated. The residue was purified by
silica gel chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent to afford compound 33 (62 mg,
67%).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 3.0.

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]* Calcd for C4sHeaN12015PSi>Na 1105.39404; found 1105.39219.
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Compound 34: protected pdCpA-2>-GlyBoc
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Chemical Formula: C50H67N13017P23i
Molecular Weight: 1212,19252

Compound 32 (58 mg, 56 umol) dissolved in MeCN (3 mL) and bis(2-
cyanoethyl)diisopropylphosphoramidite 21 (46 mg, 169 umol), followed by tetrazole (1.2 mL,
560 umol, 0.45 M solution in MeCN) were added. The mixture was stirred at rt for 3 h and a
0.1 M solution of |z, in THF/HO/Pyridine (75/2/20, 1.7 mL) was added. After being stirred at rt
for 1 h, the mixture was diluted with EtOAc and washed successively with a saturated solution
of Na»S,03 and brine, dried over anhydrous MgSQO, filtered and concentrated to dryness. The
residue was purified by silica gel chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent to afford
compound 34 (41 mg, 60%).

3P NMR (202 MHz, MeOD): & = - 2.6, -3.3.

HRMS (ES|) m/z: [M - H]' Calcd for C50H66N13017P5i 1210.3950; found 1210.3951.
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Compound 35: protected pdCpA-2°GlyGlyBoc
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Chemical Formula: 052H70N14018P23i
Molecular Weight: 1269,24452

9
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o

Compound 33 (102 mg, 0.09 mmol) dissolved in MeCN (4 mL) and bis(2-
cyanoethyl)diisopropylphosphoramidite 21 (76 mg, 0.27 mmol), followed by tetrazole (2.1 mL,
0.90 mmol, 0.45 M solution in MeCN) were added. The mixture was stirred at rt for 3 h and a
0.1 M solution of I, in THF/H2O/Pyridine (75/2/20, 2.8 mL) was added. After being stirred at rt
for 1 h, the mixture was diluted with EtOAc and washed successively with a saturated solution
of Na»S,03 and brine, dried over anhydrous MgSQ. filtered and concentrated to dryness. The
residue was purified by silica gel chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent to afford
compound 35 (96 mg, 80%).

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 2.5, -2.7.

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]* Calcd for Cs;H70N14018P2SiNa 1291.41347; found 1291.41231.
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Compound 36: pdCpA-2’-GlyBoc
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Chemical Formula: C2gH,;;N1;045P>
Molecular Weight: 843,68552

Compound 34 (70 mg, 57 umol) was dissolved in a 5 M solution of MeNH, (EtOH/H,0, 1/1)
(2.3 mL) and the reaction was stirred at rt 24 h and concentrated. The residue was then
dissolved in MeOH (10 mL) and CsF (1.73 g, 11.4 mmol) was added. The reaction mixture
was stirred at 60 °C for 24 h. After concentration under vacuo, the residue was purified by
HPLC. The appropriate fractions were collected and lyophilized, to give the dinucleotide 36 (12
mg, 26% over 2 steps).

HPLC retention time : 12.5 min

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.54 (s, 1 H, H2A¢ or H8AY), 8.16 (s, 1 H, H2A or H8A), 8.12
(d, J=7.7 Hz, 1 H, H5™), 6.23-6.20 (m, 1 H, H1"™), 6.07 (d, J = 7.75 Hz, 1 H, H1’A%), 5.95 (d,
J=7.65Hz, 1 H, HBM), 5.04 (m, 1 H, H2'A%), 4.88 (m, 1 H, H3'"), 4.50 (m, 1 H, H3"A4), 4.31
(s, 1 H HA'O), 4.24 (s, 1H, s, H4'AY), 4.11-4.03 (m, 4 H, H5"¢ and H5'®"), 3.59 (s, 2 H, CH,
GY) 2.51-2.48 (m, 1 H, H2'®"), 2.15-2.10 (m, 1 H, H2'®"), 1.36 (s, 9 H, tBut™).

13C NMR (126 MHz, MeOD): 172.9 (C=0), 171.7 (C=0), 164.5 (C=0), 158.5 (Cq), 156.5 (Cq),
153.7 (C2* or C89), 151.1 (Cq), 144.8 (C2°4 or C8AY), 141.9 (C5™), 120 (Cq), 95.9 (C6),
88.0 (2C, C1'% or C1"Ad or C4’™ or C4'Ad), 87.6 (2C, C1°S or C1°Ad or C4'™ or C4'A%), 80.2
(CgB*), 77.7 (C3'™N), 72.2 (C3Ad), 66.2 (CH,EY or C5" or C5', 66.1 (CH,®Y or C5"Ad or C5'
), 57.6 (C2Ad), 44.7 (CH.®Y or C5'A or C5'O1), 41.0 (C2'N), 28.8 (tBUB®).

31p NMR (202 MHz, MeOD): & = 0.16, -1.12.
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Compound 37: pdCpA-2°GlyGlyBoc
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Chemical Formula: 028H50N14O16P23
Molecular Weight: 900,73917

Compound 35 (96 mg, 75 umol)was dissolved in a 5 M solution of MeNH, (EtOH/H,0, 1/1)
(2.8 mL) and the reaction was stirred at rt 24 h and concentrated. The residue was then
dissolved in MeOH (10 mL) and CsF (2.15 g, 0.01 mmol) was added. The reaction mixture
was stirred at 60 °C for 24 h. After concentration under vacuo, the residue was purified by
HPLC. The appropriate fractions were collected and lyophilized, to give the dinucleotide 37 (10
mg, 15% over 2 steps).

HPLC retention time : 14.3 min

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.58 (s, 1 H, H2¢ or H8A9), 8.20 (s, 1 H, H2! or H8"‘), 8.01
(d, J=5.0 Hz, 1 H, H5), .35 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, H1"™), 6.15 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, H1’A%), 5.97
(d, J = 10 Hz, 1 H, HE™), 5.16 (t, J = 5.0 Hz, 1 H, H2A%), signal of H3'®" is masked in the
residual peak of water, 4.55 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, H3"A%), 4.23 (s, 2 H, H4"A% and H4'™"), 4.15-
4.13 (m, 2 H, CHz®Y or H5"A9 or H5'®"), 4.08-4.06 (m, 2 H, CH,®Y or H5'A4 or H5'*YY), 3.92-3.84
(m, 2 H, CH,®Y or H5"A4 or H5'Y), 3.74-3.73 (m, 2 H, CH,®Y or H5"A4 or H5'®"), 2.51-2.47 (m, 1
H, H2'%), 2.13-2.11 (m, 1 H, H2'O), 1.44 (s, 9 H, tBu®®).

13C NMR (126 MHz, MeOD): & = 176.6 (C=0), 173.0 (C=0), 171.7 (C=0), 167.3 (C=0), 158.4
(Cq), 157.9 (Cq), 157.2 (Cq), 153.9 (C2~¢ or C8~9), 151.1 (Cq), 142.9 (C2* or C8~Y), 141.3
(C5), 119.9 (Cq), 96.5 (C6N), 87.4 (2C, C1°S or C1°Ad or C4’™ or C4*A4), 87.2 (2C, C1" or
C1°Ad or 4’ or C4’A%), 80.8 (CqB), 77.4 (C3'™M), 72.2 (C3'A9), 66.6 (CHSY or C5¢ or C5'M
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), 65.9 (CH.®Y or C5'A4 or C5'"), 57.4 (C2°A%), 44.6 (CH,®Y or C5'Ad or C5'N), 43.3 (CH,®Y or
C5d or C5'O1), 40.5 (C2'™N), 28.6 (tBUB™).

31p NMR (202 MHz, MeOD): & = 0.8, -1.0.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for CasHaz2N11016P2 850.22862; found 850.22685.
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Compound 38: pdCpA-2°-Gly
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Chemical Formula: 021 H39N13013P2
Molecular Weight: 743,56852

Compound 36 (12 mg, 14 umol) was dissolved in a 5M solution of ZnBr. in a 1/1 (v/v) mixture
of iPrOH/MeNO: (1.1 mL, 5.6 mmol) and the reaction mixture was stirred 24h at room
temperature. Water was added and the mixture was lyophilized. The residue purified by HPLC
and the appropriate fractions were collected and lyophilized, to give the dinucleotide 38 (2.4
mg, 23%).

HPLC retention time : 11.4 min

IH NMR (500 MHz, D,O): & = 8.55 (s, 1 H, H2¢ or H8~), 8.25 (s, 1 H, H2A9 or H8A%), 7.79 (d,
J=7.62 Hz, 1 H, H5™), 6.07-6.05 (m, 1 H, H1"™"), 6.18-6.16 (d, J = 7.85 Hz, 1 H, H1"A%), 6.06
(d, J=7.65Hz, 1 H, H6™), 5.17-5.15 (m, 1 H, H2'A), signal of H3'®*and H3"4 are masked in
the residual peak of water, 4.46 (s, 1 H, H4'A9), 4.32 (s,1 H, H4’®"), 4.19 (s, 2 H, CH;®Y or H5'Ad
or H5'™Y), 4.05-4.04 (m, 2 H, CH2®Y or H5'AY or H5'"), 3.92-3.76 (m, 2 H, CH.®Y or H5"A4 or
H5'O%), 2.45-2.41 (m, 1 H, H2'®), 1.94-1.88 (m, 1 H, H2'™),

13C NMR (126 MHz, D;0): & = 167.3 (C=0), 165.2 (C=0), 156.3 (Cq), 155.4 (Cq), 153.0 (C2
or C8AY), 149.2 (Cq), 141.3 (C2” or C8A%), 139.8 (C5™), 118.4 (Cq), 96.5 (C6Y), 85.7 (C1'M
or C1"A4 or C4’ ¥t or C4'A9), 85.2 (C1'™ or C1'A9 or C4’™ or C4’A9), 84.8 (C1'®' or C1'A4 or C4’"
or CAA%), 84.7 (C1'™ or C1"A? or C4'™ or C4AY), 76.3 (C3'™M), 70.1 (C3™A9), 65.1 (CH.CY or
C5d or C5'M), 64.7 (CH2®Y or C5'Ad or C5'), 55.8 (C2'AY), 40.4 (CH:®Y or C5A4 or C5'M),
38.1 (C2'o).

31p NMR (202 MHz, D,O): & = 0.34, -1.12
HRMS (ESI) m/z: [M + HJ* Calcd for Co1Ha1N10O1sP2 693.15473; found 693.15421.
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Compound 39: pdCpA-2°GlyGly
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Chemical Formula: Cy3H45N14014P23
Molecular Weight: 800,62217

Compound 37 (10 mg, 11 umol) was dissolved in a 5M solution of ZnBr; in a 1/1 (v/v) mixture
of iPrOH/MeNO, (900 pL, 2.2 mmol) and the reaction mixture was stirred 24h at room
temperature. Water was added and the mixture was lyophilized. The residue purified by HPLC
and the appropriate fractions were collected and lyophilized, to give the dinucleotide 39 (1.7
mg, 19%).

HPLC retention time : 10.8 min

IH NMR (500 MHz, DO): & = 8.53 (s, 1 H, H2¢ or H8~¢), 8.26 (s, 1 H, H2A9 or H8A%), 7.82 (d,
J=5.0Hz, 1 H, H5™), 6.22-6.18 (m, 1 H, H1'™), 6.18-6.16 (d, J = 10.0 Hz, 1 H, H1*A%), 6.09
(d, J=5Hz, 1 H, H6), 5.14-5.11 (m, 1 H, H2'A%), signal of H3'®'and H3"A4 are masked in the
residual peak of water, 4.66 (s, 2 H, H4'A% and H4’Y), 4.44 (s, 2 H, CH2®Y or H5'A4 or H5'™Y),
4.19-4.17 (m, 2 H, CHz®Y or H5"A4 or H5'Y"), 4.01-4.87 (m, 4 H, CH;®Y or H5'A4 or H5'Y), 2.46-
2.42 (M, 1 H, H2'™"), 1.94-1.88 (m, 1 H, H2'™),

13C NMR (126 MHz, D;0): & = 171.1 (C=0), 167.5 (C=0), 165.0 (C=0), 156.0 (Cq), 155.2
(Cq), 152.8 (C2A9 or C8AY), 149.1 (Cq), 141.1 (C2A9 or C8A), 139.7 (C5%), 118.2 (Cq), 96.4
(C69YY, 85.5 (C1'Y or C1A4 or C4'™Yt or C4’A%), 85.1 (C1'™ or C1'A4 or C4’Yt or C4'A9), 84.9
(C1'Y* or C1"A9 or C4'™ or C4'AY), 84.6 (C1'™ or C1Ad or C4’Y or C4'A9), 76.3 (C3'M), 70.1
(C3A%), 65.0 (CH,®Y or C5A or C5'"), 64.5 (CH,®Y or C5¢ or C5'™"), 55.4 (C2'A9), 41.9
(CH2®Y or C5™d or C5'), 42.0 (CH,®Y or C5"A4 or C5'"), 39.7 (C2'™Y).

3P NMR (202 MHz, D20): = 0.23, - 1.08.
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Compound 40: ligation enzymatique entre 38 et ARN
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2’-Gly-dinucleotide 38 was ligated to RNA-helix (5'-
GCGGGAGUAGUUCAACUUUUAGAACACGUUCCUUCCCGGAACGAGGUAUAGGUGUAA
AUCCUAUCUUCCGCUC -3’) with purified T4 RNA ligase. RNA-helix was synthesized by the
phosphoramidite method and purified by polyacrylamide gel electrophoresis (Eurogentec). The
ligation reaction was performed at 37 °C for 120 min in 500 pL of HEPES buffer (50 mM, pH
7.5) containing RNA helix (40 nmol, 40 uM), 2’-Gly-dinucleotide 38 (400 nmol, 400 pM), T4
RNA ligase (0.6 mg/mL), DMSO (10%), ATP (1 mM), and MgCl. (15 mM). The product of the
ligation reaction 40 was purified by anion exchange chromatography (DNAPac PA 100, 250 x
4 mm; Dionex) with linear NH4OAc gradient (25 to 2500 mM, pH 8.0) containing 0.5 % MeCN,
which was applied for 30 min at a flow rate of 1 ml.min. Fractions containing the ligation
product were identified by PAGE-SDS , lyophilized, dissolved in RNAse-free water and stored
at - 20°C.
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General procedure 1 for preparation of amino acid-phosphines

To a solution of (2-hydroxyphenyl)diphenylphosphine (1 equiv) in DCM were successively
added DCC (3 equiv), DMAP (4 equiv), and a N-protected amino acid (3 equiv). The mixture
was stirred overnight at room temperature then filtered through a pad of Celite® and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography using cyclohexane/EtOAc as eluent to afford the desired phosphine.
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Compound 42: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Fmoc-Glycine
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Chemical Formula: C35H,5NO4P
Molecular Weight: 557,58576

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 42
was obtained (150 mg, 50%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (7/3) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (150
mg, 0.54 mmol) and N-Fmoc-Gly (480 mg, 1.62 mmol) in DCM (5 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.70 (d , J = 7.5 Hz, 2 H, H*), 7.53 (d, J = 7.3 Hz, 2 H, HA),
7.34 (d, J = 7.3 Hz, 2 H, HA), 7.28-7.24 (m, 13 H, HA), 7.11-7.08 (m, 2 H, HA", 6.83-6.80 (m,
1 H, Ha), 4.99 (bs, 1 H, NH), 4.34 (d, J = 7.0 Hz, 2 H, CH,F™), 4.18-4.15 (m, 1 H, CHF™®),
3.85-3.84 (M, 2 H, CH,%Y).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 168.1 (C=0), 156.1 (C=0), 152.4, 143.9, 141.4, 135.4, 134.2,
134.0, 130.4, 130.2, 129.3, 128.8, 127.8, 127.2, 126.7, 125.2, 122.5, 120.1, 67.3 (CHF™),
47.3 (CHF™®), 42.8 (CH,%Y).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): 6 = - 15.7.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for CasH2oNO4P 558.18342; found 558.18175.
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Compound 43: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-CBz-Glycine
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Chemical Formula: CogH,;,NO,P
Molecular Weight: 469,47676

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 43
was obtained (157 mg, 62%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (8/2) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (150
mg, 0.54 mmol) and N-Cbz-Gly (338 mg, 1.62 mmol) in DCM (10 mL).

H NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.28-7.23 (m, 17 H, 5 HACZ, 12 H APhos) 7,08-7.05 (m, 1 H,
HAPRos) | 6.78-6.76 (M, 1 H, HAP"*s), 5.02 (s, 2 H, CH.?), 3.80-3.79 (m, 2 H, CH,®Y).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 168.1 (C=0), 156.2 (C=0), 152.3, 136.3, 135.4, 135.3, 134.1
(2C), 133.9 (2C), 130.5, 130.3, 130.2, 129.3 (2C), 128.8 (2C), 128.7 (2C), 128.6 (2C), 128.5,
128.3, 128.2, 126.7, 122.5, 67.21 (CH,C%?), 42.71 (CH,%Y).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 15.8.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C2sH2sNO4P 470.15212; found 470.15210.
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Compound 44: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Trt-Glycine
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Chemical Formula: C39H3,NO,P
Molecular Weight: 577,66376

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 44
was obtained (250 mg, 78%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (95/5) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (150
mg, 0.54 mmol) and N-Trt-Gly (513 mg, 1.62 mmol) in DCM (5 mL).

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 7.54-7.50 (m, 6 H, H*"), 7.43-7.27 (m, 20 H, H*), 7.18 (t, J =
7.5Hz, 1 H, H*), 7.11-7.09 (m, 1 H, H*), 6.89-6.87 (m, 1 H, H""), 3.16 (s, 2 H, CH,®).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): d = 170 (C=0), 152.6, 145.4, 144.1, 135.6, 134.1; 133.9, 133.8,
130.5, 130.4, 130, 129.1, 128.9, 128.8, 128.7, 128.1, 127.9, 126.6, 70.8, 52.1, 46.1.

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 16.2

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C3sgH33sNO2P 578.22489; found 578.22489.

185



Compound 45: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Boc-Glycine

Ph\P,Ph 0
ijo*ﬁ”%k
0]

Chemical Formula: Co5H,sNO,4P
Molecular Weight: 435,45976

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 45
was obtained (262 mg, 67%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (8/2) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (250
mg, 0.89 mmol) and N-Boc-Gly (472 mg, 2.67 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.40-7.33 (m, 11 H, HA), 7.20-7.16 (m, 2 H, HA"), 6.90-6.88
(m, 1 H, HA), 4.70 (bs, 1 H, NH), 3.84 (d, J = 5.0 Hz, 2 H, CH,®), 1.49 (s, 9 H, tBut>).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): 8 = 168.5, 155.6, 152.3, 135.5, 134.1, 134.0, 133.7, 133.5, 130.5,
130.4, 130.2, 129.3, 129.2, 128.8, 128.7, 126.6, 122.6, 80.1 (CgB®*), 42.4 (CH;®V), 28.4
(tBuB°).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): 6 = - 15.7.

HRMS (ESI) m/z: [M+H]* Calcd for C2sH27NO4P 436.16777; found 436.16634.
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Compound 47: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Boc-Alanine
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Chemical Formula: CygH,gNO,4P
Molecular Weight: 449,48676

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 47
was obtained (276 mg, 85%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (8/2) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and N-Boc-Ala (407 mg,2.1 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.28-7.17 (m, 11 H, HA", 7.09-7.06 (m, 1 H, HA"), 7.02 (t, J =
7.5 Hz, 1 H, H*), 6.71-6.69 (m, 1 H, HA", 4.82 (bs, 1 H, NH), 4.26 (bs, 1 H, Ha), 1.35 (s, 9 H,
tBuB*), 1.16 (d, J = 5 Hz, 3 H, CHz"?).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 171.2, 152.6, 135.4, 134.0, 133.8, 133.5, 133.3, 131.9, 132.5,
130.0, 129.9, 129.1, 128.9, 128.6, 126.4, 122.2, 121.0, 116.1, 79.8 (CqB>), 49.5 (CHa), 28.3
(tBuB°?), 18.1 (CHs ).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 16.8.

HRMS (ESI) m/z: [M]* Calcd for C2sH2sNO4P 449.1555; found 449.1744.
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Compound 48: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Boc-Valine
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Chemical Formula: CogH3,NO4P
Molecular Weight: 477,54076

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 48
was obtained (329 mg, 96%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (9/1) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and N-Boc-Val (390 mg, 2.1 mmol) in DCM (10 mL).

'H NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.39-7.32 (m, 7 H, H), 7.31-7.37 (m, 4 H, HA), 7.19-7.17 (m,
1 H, HAY, 7.14 (t, J = 10 Hz, 1 H, H*), 6.83-6.81 (m, 1 H, H*"), 4.88 (d, J = 10 Hz, 1 H, NH),
4.29-4.27 (m, 1 H, Hay), 4.18-4.16 (m, 1 H, HP), 1.46 (s, 9 H, tBut>), 0.94 (d, J = 5 Hz, 3 H,
CHzV®), 0.82 (d, J = 5 Hz, 3 H, CH3"?).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): 8 = 170.4, 155.8, 153.1, 152.9, 135.9, 135.8, 135.7, 134.2, 134.1,
134.0, 130.3, 130.2, 129.3, 129.2, 128.9, 128.8, 126.5, 122.3, 79.8 (Cq®), 58.8 (Ca), 31.1
(CB), 28.5 (tBUB), 19.4 (CH5"?), 17.3 (CHa"?).

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 17.2.

HRMS (ESI) m/z: [M]* Calcd for C2sH32NO4P 477.2069; found 477.2057.
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Compound 49: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl N-Boc-Phenylalanine

Ph.__Ph /©
P :
@/ojﬁNHBoc
o

Chemical Formula: C3,H3,NO4P
Molecular Weight: 525,58476

Following the general procedure 1 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 49
was obtained (324 mg, 86%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (9/1) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (200
mg, 0.7 mmol) and N-Boc-Phe (551 mg, 2.1 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.41-7.31 (m, 11 H, HA), 7.30-7.26 (m, 2 H, HA, 7.24-7.20
(m, 1 H, HA), 7.15-7.12 (m, 4 H, HA), 6.84-6.81 (M, 1 H, HA"), 4.78 (bs, 1 H, NH), 4.52 (bs, 1
H, Ha), 3.14-3.10 (M, 1 H, CH2f), 2.80-2.76 (m, 1 H, CH2p), 1.39 (s, 9 H, tBu®).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 169.8, 155.1, 152.7, 136.6, 135.5, 134.2, 134.0, 133.9, 133.6,
133.4, 130.1, 129.6, 129.2, 129.1, 128.8, 128.6, 127.0, 126.5, 122.2, 121.7, 116.2, 80.0
(CqB), 54.7 (CHa), 31.9 (CH.P"™), 28.4 (tBuB>).

3P NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 16.6.

HRMS (ESI) m/z: [M]* Calcd for C32H32NO4P 525.2069; found 525.2051.
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General procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine

N-Boc amino acid-phosphine (1 eq) was suspended in a 2M TFA solution (11 eq) in DCM and
the reaction was stirred 2h at room temperature. The reaction mixture was concentrated under
reduced pressure and the residue was purified by flash chromatography (DCM/ MeOH 9/1) to
yield the corresponding TFA salt.

Compound 46: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl Glycine

Ph.__Ph
P
® O
©/OWANH3 TFA
o)

Chemical Formula: Cy,H;gF3NO3P
Molecular Weight: 433,36642

Following the general procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine,
compound 46 was obtained (43 mg, 30%) as a white foam, after purification by HPLC, starting
from compound 45 (147 mg, 0.33 mmol) and TFA (1.69 mL, 3.37 mmol).

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 7.49-7.46 (m, 1 H, HA"), 7.39-7.38 (m, 6 H, HA"), 7.30-7.24 (m,
6 H, HA), 6.91-6.89 (M, 1 H, HA"), 3.82 (s, 2 H, CH,%Y).

13C NMR (126 MHz, MeOD): 5 = 167.2, 153.7, 136.7, 135.3, 134.9, 134.7, 132.8, 131.6, 130.4,
130.1, 129.8, 129.6, 128.2, 123.3, 40.9 (CH.®Y).

3P NMR (202 MHz, MeOD): d = - 17.6.
1F NMR (471 MHz, MeOD): & =- 76.9.

HRMS (ESI) m/z: [M+H]" Calcd for C20H1oNO2P 336.11479; found 336.11480.
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Compound 50: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl Alanine

Ph.__Ph
P :
: @ @
©/OWANH3 TFA
o)

Chemical Formula: Cy3H5;F3NO3P
Molecular Weight: 447,39342

Following the general procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine,
compound 50 was obtained (212 mg, 78%) as a white foam, after purification by flash
chromatography using DCM/MeOH (9/1) as eluent, starting from compound 47 (262 mg, 0.58
mmol) and a 2M TFA solution (3.2 ml, 6.38 mmaol).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.27-7.20 (m, 7 H, H*), 7.18-7.14 (m, 4 H, H*), 7.06-7.01 (m,
2 H, HA), 6.71-6.69 (M, 1 H, HA), 3.89-3.82 (M, 1 H, Ho), 1.26 (d, J = 5 Hz, 3 H, CHs"?)

13C NMR (126 MHz, CDCl3): 8 =168.5, 152.1, 152.0, 135.1, 135.0, 134.9, 134.0, 133.9, 130.4,
130.0, 129.9, 129.4, 128.9, 128.8, 122.1, 49.3 (Ca), 15.3 (CHz"?)

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 17.1.
19 NMR (471 MHz, CDCl3): & = - 75.8.

HRMS (ESI) m/z: [M]* Calcd for C21H20NO2P 349.1231; found 349.1230.
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Compound 51: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl Valine

Ph.__Ph
P \:/
o__ -9 o
©/ N NH; TRA
0

Chemical Formula: Cy5H,5F;NO3P
Molecular Weight: 475,44742

Following the general procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine,
compound 51 was obtained (239 mg, 86%) as a white foam, after purification by flash
chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent, starting from compound 58 (271 mg, 0.56
mmol) and 2M TFA solution (3.1 ml, 6.16 mmol).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.39-7.32 (m, 7 H, H"), 7.29-7.22 (m, 5 H, HA"), 6.84-6.82 (m,
1 H, HA), 3.86 (bs, 1 H, Ht),2.30-2.27 (m, 1 H, HP), 1.00 (d, J = 5 Hz, 3 H, CHs"a), 0.92 (d, J
= 5 Hz, 3 H, CH5"4).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 167.8, 152.5, 152.4, 135.4, 135.3, 134.2, 134.1, 134.0, 133.9,
133.8, 130.4, 129.7, 129.3, 128.9, 127.0, 122.1, 58.7 (Cav), 29.4 (CB), 16.9 (CHz"2).

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 17.6.
19 NMR (471 MHz, CDCl3): & = - 75.6.

HRMS (ESI) m/z: [M]* Calcd for CasHasNO2P 377.1545; found 377.1544.
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Compound 52: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl Phenylalanine

Ph.__Ph /©
P E
o._~9® ©
oy
o)

Chemical Formula: CogHy5F3NO3P
Molecular Weight: 523,49142

Following the general procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine,
compound 52 was obtained (170 mg, 73%) as a white foam, after purification by flash
chromatography using DCM/MeOH (96/4) as eluent, starting from compound 49 (227 mg, 0.43
mmol) and 2M TFA solution (2.37 ml, 4.73 mmaol).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.41-7.32 (m, 11 H, H), 7.31-7.24 (m, 3 H, HA), 7.20-7.13
(m, 4 H, H™, 6.85 -6.83 (M, 1 H, H*), 3.73-3.71 (m, 1 H, Ha), 3.11 (dd, J = 5, 10 Hz, 1 H, Hp),
2.83-2.78 (m, 1 H, Hp).

13C NMR (126 MHz, CDCls): &= 171.0, 159.2, 152.4, 136.0, 135.3, 134.6, 134.4, 134.0, 133.9,
133.6, 133.5, 131.5, 130.2, 129.6, 129.3, 129.0, 128.9, 128.8, 128.7, 127.3, 126.6, 122.2,
121.3,121.0, 115.6, 55.4 (Ca.), 38.6 (CP).

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = - 17.1.
19 NMR (471 MHz, CDCl3): & = - 75.5.

HRMS (ESI) m/z: [M]* Calcd for C27H24NO2P 425.1544; found 425.1551.
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Compound 53: GlyGly-N-Boc

0
HO\[O]AHKNHBOC

Chemical Formula: CgH;gN,O5
Molecular Weight: 232,23600

Dipeptide Gly-Gly (1 g, 7.5 mmol) was dissolved in a (2:1) solution of NaOH (1M in 1.4-
dioxane) and di-tert-butyldicarbonate (1.65 g, 7.5 mmol) was added at 0° C. The reaction was
stirred for 16h at room temperature. The aqueous mixture was extracted with Et;O, the
aqueous layer was acidified with HCI 1M until pH 2 and partitioned between EtOAc and brine.
The organic layer was dried over MgSO. and concentrated under reduce pressure to yield

compound 53 (1 g, 58%) as a white foam.

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 3.95 (m, 2 H, CH>), 3.76 (S, 2 H, CH>), 1.46 (s, 9 H, tBuB>)
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General procedure 2 for preparation of amino acid-phosphines

To a solution of N-Boc di- or tri-peptide (1 equiv) in DCM were successively added EDCI (2
equiv) and HOBt (2 equiv). The mixture was stirred 30 min at room temperature and (2-
hydroxyphenyl) diphenylphosphine (2 equiv) was added at O °C. The reaction mixture was then
stirred at room temperature for 16 h. DCM and brine were added and the organic phase was
washed 3 times with brine. The organic layer was dried over MgSOy, filtered and concentrated.
The residue was purified by silica gel chromatography using cyclohexane/EtOAc as eluent to
afford the desired phosphine.
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Compound 55: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl GlyGly-N-Boc

Ph. P o
©/OKHJJVNHBoc

Chemical Formula: Cy7Hy9N,O5P
Molecular Weight: 492,51176

Following the general procedure 2 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 55
was obtained (260 mg, 50%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (6/4) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (300
mg, 1.0 mmol) , EDCI (412 mg, 2.0 mmol), HOBt (290 mg, 2.0 mmol) and N-Boc-GlyGly 53
(505 mg, 2.0 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 7.36-7.11 (m, 13 H, HA"), 6.80-6.74 (m, 1 H, HA"), 3.91-3.87
(M, 2 H, CHy), 3.71-3.67 (M, 2 H, CHy), 1.40 (s, 9 H, tBuB®)

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 171.5 (C=0), 1697.9 (C=0), 159.2, 156.9 (C=0), 152.8,
136.7, 135.5, 134.4, 133.6, 133.5, 133.4, 133.3, 129.9, 129.8, 128.8, 128.3, 128.2, 127.9,
126.1, 122.2, 119.4, 114.2, 79.3 (CqE®), 40.4 (CHy), 40.3 (CH>), 27.2 (2 tBuB), 24.6(tBUB™)

3P NMR (202 MHz, CDCl3): 5 =-19.4

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C27H30N20sP 493.18923; found 493.18743.
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Compound 56: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl GlyGlyGly-N-Boc

Ph.__Ph
P o
@oy\”kh’jﬁwsoc
o o

Chemical Formula: CygH35N306P
Molecular Weight: 549,56376

Following the general procedure 2 for the preparation of amino acid-phosphine, compound 55
was obtained (140 mg, 71%) as a white foam, after purification by flash chromatography using
cyclohexane/EtOAc (3/7) as eluent, starting from (2-hydroxyphenyl) diphenylphosphine (100
mg, 0.36 mmol) , EDCI (138 mg, 0.72 mmol), HOBt (97 mg, 0.72 mmol) and N-Boc-GlyGlyGly
54 (208 mg, 0.72 mmol) in DCM (10 mL).

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 7.36-7.27 (m, 7 H, HA), 7.24-7.21 (m, 4 H, HA), 7.14-7.11 (m,
2 H, HA), 6.81-6.79 (m, 1 H, H*), 3.89 (s, 2 H, CH,%Y), 3.86 (s, 2 H, CH®Y), 3.71 (s, 2 H,
CH.®), 1.41 (s, 9 H, tBuB).

13C NMR (126 MHz, MeOD): & = 173.0, 122.0, 169.3, 158.3, 155.6, 138.2, 136.9, 136.8, 134.9,
134.7, 134.5, 131.7, 131.6, 131.4, 131.1, 130.2, 129.8, 129.7, 129.6, 129.4, 129.3, 127.5,
123.6, 120.8, 115.9, 80.9 (Cq®), 43.1 (CH.®Y), 41.8 (CH,%Y), 41.7 (CH,®Y), 28.7 (tBuB®).

3P NMR (202 MHz, MeOD): d = - 17.2.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C29H33N306P 550.21070; found 550.20908.
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Compound 57: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl GlyGly

Ph___Ph
P

(0]
©/OY\ H J\/ﬁH‘g C'?FA
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Chemical Formula: Cy4H»,F3N,O,4P
Molecular Weight: 490,41842

Following the general procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine,
compound 57 was obtained (20 mg, 32%) as a white foam, after purification by HPLC starting
from compound 55 (60 mg, 0.12 mmol) and TFA (0.7 ml, 1.32 mmol).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.27-7.15 (m, 11 H, HA), 7.01-6.96 (m, 2 H, HA, 6.74-6.71
(m, 1 H, HA), 3.74 (m, 2 H, CH>), 3.6 (S, 2 H, CHo).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & = 168.2 (C=0), 167.0 (C=0), 152.4, 135.4, 135.3, 134.1, 133.9,
132.2, 132.1, 130.3, 130.4, 129.3 (2C), 128.9 (2C), 128.8 (2C), 126.7, 122.6, 41.2 (CH,%Y),
41.6 (CH.®Y).

3P NMR (202 MHz, CDCls): & = -16.2.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C22H22N203P 393.13626; found 393.13669.
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Compound 58: 2-(diphenylphosphanyl)phenyl GlyGlyGly

Ph___Ph
P o H
@OY\nk/“W by T
o o

Chemical Formula: CygHy5F3N305P
Molecular Weight: 547.47042

Following the general procedure for the deprotection of N-Boc amino acid-phosphine,
compound 58 was obtained (45 mg, 80%) as a white foam, after purification by HPLC, starting
from compound 56 (60 mg, 0.1 mmol) and TFA (0.55 ml, 1.1 mmaol).

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 7.44-7.16 (m, 13 H, H”"), 6.89-6.84 (m, 1 H, HA"), 3.96 (d, J =
5.25, 2 H: CH,), 3.74 (s, 2 H, CHy), 3.26 (s, 2H, CHy).

13C NMR (126 MHz, MeOD): & = 171.6 (C=0), 169.4 (C=0), 168 (C=0), 154, 136.9, 136.8,
135.0 (2C), 134.8 (2C), 131.8, 131.7, 131.3, 130.3 (2C), 129.8 (2C), 129.7 (2C), 127.6, 129.6,
42.9 (CH®Y), 41.9 (CH.®Y), 41.5 (CH.Y).

31p NMR (202 MHz, MeOD): & = - 17.1

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C24H25N304P 450.15772; found 450.15811.
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LCMS analysis for compound 59 and 59’ starting from phosphine 46 (conditions
B)

Chromatogram - Crude 517_RE2 01_9803.d: FIC 350.0941+0.02 -All MS

Intens,
x10% 4
25 9.6
20
i
10 3
0.5 i 12
6 1
0.0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
Chromatogram - Crude 517_RE2 01 9803.d: EIC 580.1412:0.05 -All MS E]
Intens.
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3
9.7
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2
v
0
o 0 5 10 15 20 25 30 Time [min]

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CHsCOOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)

NH, NH, NH,
| =N | SN | SN
HO N’go HO NAO HO N’go
:o: o :o:
0 NH, o NH, 0 NH,
‘0-P=0 N SN o_p';:o N N o-P=0 N SN
5°¢ ]@ 50T AP
o NN o NN o NN
o
HO HN 0. _NH HO NH,
\<NH2 Ph”P\PhO 13
59 \H/\NHZ
o
59’
Ret. Time Area Attribution  Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.6 507 596 59 12% 611.1733 611.1542
9.7 3846 738 13 88% 554.15183 554.1345
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LCMS analysis for compound 60 and 60’ starting from phosphine 50 (conditions

RT: 0,00-3201
100 10.18
50
8
c
LR
. 9.90
el LI N B B rrrrrr|,rrrrrrrrrrror rrrrrrrrrrgrrrrrrrrrrrrrrrrrrJ1. 1101
0 2 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 3

Time [min)

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 um. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH;COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)

NH, NH, NH,
» O (Y
HO N/&O HO N/J*o HO N/J*o
Lo L e
0 NH, 0 NH, o) NH,
0-P=0 Ny 0-P=0 N~ 0-P=0 N~y
o <] N f” < f
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0
HO HN O, _NH HO NH,
i””z Ph-P~ph - 13
60 o\[ﬁNHz
0
60’
Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.90 2904 334 173 13 82% 554.15183 554.15228
10.18 657 944 121 60 18% 625.18895 625. 18982
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LCMS analysis for compound 617 and 61’ starting from phosphine 51 (conditions
B)

Time (min)

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH;COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)
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Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.64 3400 882 381 13 88% 554.15183 554.15262
9.79 140 920 277 61 4% 653.22025 653.22174
13.82 311 221 621 61’ 8% 929.29065 929.29285
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LCMS analysis for compound 62 and 62’ starting from phosphine 55 (conditions
B)

Chiomatogram - Crude 518 02_RES 01 9831, (multple selection] B

Tntens. 0
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C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CHsCOOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOH)

NH, NH, NH,
HO N/J*o HO N/J*o HO N/go
Lo Lo L
o NH, 0 NH, 0 NH,
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o NH,
62 H \gﬂu
62’
Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
6.8 3573016 13 53% 554.15183 554.1303
9.4 1245 992 13 19% 554.15183 554.1303
12.2 1861416 62’ 28% 944.26516 944.2640

203



LCMS analysis for compound 63 and 63’ starting from phosphine 58 (conditions
B)

RT:0.00-3201 SM: 2B
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C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CHsCOOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)

NH,
SN | SN ﬁN
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63’
Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
6.10 91 928 922 63 9% 725.21622 725.21820
6.46 372 003 546 13 38% 554,15183 554.15302
12.78 467 923 240 63’ 47% 1001.28663 1001.28888
15.00 59 024 316 9 6% 580.14233 580.14246
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LCMS analysis for compound 64 and 64’ starting from phosphine 45 (conditions
B)

= LI 92, 12103000 -RID
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C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 um. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH;COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)
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Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.6 6219 472 13 6% 554.15183 554.1272
11.3 28 808 556 64 29% 711.22573 711.1952
16.7 61 953 424 64’ 64% 987.29613 987.2558
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LCMS analysis for compound 65 and compound 65’ starting from phosphine 47

(conditions B)

RT: 0,00 - 22,01
11,44
100 i
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C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A

in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH;COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)
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Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.93 5015 057 197 13 20% 554.15183 554.15247
11.44 9 056 410 435 65 35% 725.24138 725.24237
16.91 11 955 547 432 65’ 46% 1001.31178 1001.31293
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LCMS analysis for compound 66 and 66’ starting from phosphine 54 (conditions
B)

EXC S54.15074005 MMS
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EC 1M 316540.05 A5

11.2

E) % T [l

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH;COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)
NH,

NH, NH,
HO N’&o HO N/&O HO N/J*o
o o o
NH, NH, NH,

0 0 0
‘0-P=0 NfN ‘0-P=0 NfN ‘0-P=0 NfN
| 4 | 1 </ | | 4 |
010<N N/) O‘ON N/) 010<N N/)

0. _NH HO NH,

0o
HO HN Y NHBoc p o
Ph-P~Ph
N J__NHBoc 13

(o]
. ShY

66’
Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
10.7 4728 634 66 4% 768.24719 768.2460
11.2 96 405 008 66’ 83% 1044.31759 1044.3165
11.7 14 588 242 13 13% 554.15183 554.15073
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LCMS analysis for compound 67 and 67’ starting from phosphine 57 (conditions
B)

11.7

il TR ERH A

109

11.2

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pum. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CHsCOOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)

B Ei ﬁ"
HO N/&o HO N fo) HO N/l%o
o} \@
o NH, o NH, 0 NH,
O_Fl’:o N “n 0-P=0 </N SN "0-P=0 /N SN
o ¢ 0 J o, (A
o N o NN oV N
Oo0 H o O, _NH HO NH
HO HN\< »\/N\( ph-Plph ij b 2
N
67 N NHBoc of” ijHBoc
67’
Ret. Time Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
10.9 14 531 500 67 21% 825.26865 825.26756
11.2 33831 800 67’ 48% 1101.33906 1101.3380
11.7 22 078 848 13 31% 554.15183 554.15073
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LCMS analysis for compound 59 and 59’ starting from phosphine 45 (conditions
B)

Intens,

EIC 611.1733240,1 -Al M5!
xi0®:

050 (
025 I\

n
Intens,

EIC 554.15180.1 Al MS
xioS

EIC 887.293720. 1 -AIMS| »

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 pm. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CHsCOOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOQOH)

NH, NH, NH,
ﬁn | SN ﬁN
HO N/&O HO N/J*o HO N’go
Lo ) e
0o NH, 0 NH, 0 NH,
o—g:o N | \)N o—ﬁ;:o N | \)N o—g:o </ny
NN o @ o NN
o
HO HN O, _NH HO NH,
\<NH Ph-P~Ph
2 [o) 13
59 \H/\NHZ
o}
59’
Ret. Time Area Attribution  Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.6 4 407 206 13 83% 554.15128 554.1297
9.7 659 037 59 13% 611.17275 611.1486
11.3 224 178 59’ 4% 887.24370 887.2092
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LCMS analysis for compound 60 and 60’ starting from phosphine 47 (conditions
B)

Intens, EIC 62518390, 1 -AlMS
X105

Intens. EIC 554.15180.1 -AIMS
X108

0 Time [min]

C18 Hypersil GOLD aQ (Thermoscientific), 100 mm x 2.1 mm, 1.9 um. Flow: 0.2 mL/min; gradient: 2% A during 5 min, from 2 % to 70% A
in 15 min, final equilibration with 2% A during 10 min (A: CH3CN + 0.02% CH3COOH ; B: H,O + 0.02% CH3;COOH)

NH, NH, NH,
ﬁN | SN ﬁN
o LK, o LA, Ho LA
Lo o) )
o] NH, 0 NH, o NH,
0-P=0 Ny 0-P=0 N~y 0-P=0 N-_ Sy
o < I 5. < o < I
o N N o N N N
o
HO HN\//( 0. _NH HO NH,
Ph-P~ph -
NH :
60 ? O NH, 3
o
60’
Ret. Time2 Area Attribution Yield [M+H]* [M+H]*
Calculated Found
9.6 3953992 13 70% 554,15183 554.1272
9.6 1726 125 60 30% 625,18895 625.1609
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Compound 68 : 3-5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) inosine ¢®

o
<,N 7 ONH
TBSO N— A
o N
TBSO OTBS

Chemical Formula: CygH54N,05Si;
Molecular Weight: 611,01800

To a solution of inosine (1.0 g, 3.7 mmol, 1 eq) and imidazole (2.03 g, 29.8 mmol, 8 eq) in DMF
(11 mL) was added TBDMSCI (2.25 g, 14.9 mmol, 4 eq) at 0 °C. The reaction mixture was
then stirred at 50 °C for 16 h. The residue was partitioned between ethyl acetate and brine.
The organic phase was washed 5 times with brine. The organic layer was dried over MgSOQau,
fitered and concentrated. The residue was purified by silica gel chromatography
(cyclohexane/EtOAc 5:5) to provide the desired compound 68 as a white foam (1.96 g, 87%).

IH NMR (500 MHz, CDCl3): & = 12.92 (bs, 1 H, NH), 8.23 (s, 1 H, H8), 8.10 (s, 1 H, H2), 6.02
(d, J = 4.9 Hz, 1 H, H1"), 4.53-4.51 (m, 1 H, H2'), 4.31-430 (m, 1 H, H3), 4.14 (s, 1 H, H4"),
4.01-3.98 (m, 1 H, H5'), 3.81-3.79 (m, 1 H, H5’), 0.96 (s, 9 H, tBUT®S), 0.93 (s, 9 H, tBuT™S),
0.81 (s, 9 H, tBu™S), 0.15-0.14 (m, 6 H, Me™®S), 0.11-0.10 (m, 6 H, Me®S), -0.02 (s, 3 H, MeTeS),
-0.18 (s, 3 H, Me™9),

13C NMR (126 MHz, CDCls): & = 159.4 (Cq), 149.0 (Cq), 144.6 (C2), 139.2 (C8), 125.2 (Cq),
88.4 (C1"), 85.6 (C4’), 76.7 (C2), 71.9 (C3), 62.6 (C5'), 26.2 (3C, tBU™S), 26.0 (3C, tBUTES),
25.8 (3C, tBu'™S), 18.7 (Cq™S), 18.2 (Cq™S), 18.0 (Cq™9), -4.2 (Me™S), -4.5 (Me'®S), -4.5
(MeT®S), -4.8 (MeT®S), -5.2 (2C, 2 MeT®9).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C2sHssN4OsSiz 611.3480; found: 611.3482.

166 Gadakh, B., Vondenhoff, G., Lescrinier, E., Rozenski, J., Froeyen, M., Van Aerschot, A. Bioorg Med Chem 2014,
22, 2875-2886.
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Compound 69: 3-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N6-azido adenosine ¢’

N;
N BN
N

4
1850 <f/)
NN

o
TBSO OTBS

Chemical Formula: CygHs3N;0,Si3
Molecular Weight: 636,03200

To solution of 68 (300 mg, 0.49 mmol) in anhydrous DMSO (5ml) were added BOP (581.6 mg,
1.47 mmol), DIPEA (256 pmol, 1.47 mmol) and NaNs (191.52 mg, 2.94 mmol). The reaction
mixture was then stirred at 40 °C for 3 h30. The residue was partitioned between ethyl acetate
and brine. The organic layer was dried over MgSOQO., filtered and concentrated. The residue
was purified by silica gel chromatography (cyclohexane/EtOAc 8:2) to provide the desired

compound 69 as a white foam (67 mg, 21%).

IH NMR (500 MHz, DMSO): & = 10.19 (s, 1 H, H2), 8.88 (s, 1 H, H8), 6.18 (d, J = 5.5 Hz, 1 H,
H1'), 4.79 (t, J = 5.0 Hz, 1 H, H2"), 4.37 (m, 1 H, H3’), 4.10-4.07 (m, 1 H, H4’), 4.02 (dd, J =
5.6, 11.0 Hz, 1 H, H5’) 3.80 (dd, J = 3.0, 11 Hz, 1 H, H5), 0.93 (s, 9 H, tBu™S), 0.91 (s, 9 H,
tBu'®S), 0.74 (s, 9 H, tBU™S), 0.14 (s, 3 H, Me™®S), 0.11(s, 9 H, Me™S), 0.05 (s, 3 H, MeT®S),
0.27(s, 3 H, MeT®9)

13C NMR (126 MHz, DMSO): & = 145.3, 142.5, 141.8, 136.2, 120.3, 87.8, 85.3, 75.2, 71.6,
62.1, 25.8, 25.7, 25.4, 18.0, 17.7, 17.4, -4.6, -4.9, -5.4, -5.5, -5.6.

HRMS (ESI) m/z: [M + Na]* Calcd for CasHssN704SisNa 658.3359; found 658.3340.

167 Lakshman, M. K., Snigh, M. K., Parrish, D., Balachandran, R., Day, B. W. J. Org. Chem, 2010, 75, 2461-2473.
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Compound 70: N6-chloro adenosine.%®

Cl
/N A N
Ho <f)

HO OH

Chemical Formula: C{yH{;CIN,O,
Molecular Weight: 286,67200

A mixture of inosine (3 g, 11.2 mmol) and trifluoroacetic anhydride (17.8 mL) in DCM (30 mL)
was stirred at rt for 16 h and then concentrated under vacuum. The residue was dissolved in
DCM (150 mL) and cooled to 0 °C. To this solution was added over 10 min a premixed solution
of DMF (2.4 mL) and thionyl chloride (4.5 mL) and the resulting suspension was refluxed for
16 h. This solution was concentrated and washed with saturated NaHCO3. The aqueous phase
was extracted with DCM and the combined organic phases were dried over MgSO., filtered
and concentrated. The resulting yellow oil was dissolved in MeOH (16 mL), and the mixture
was refluxed for 16 h. Diethyl ether (30 mL) was added at 0 °C, and the resulting precipitate

was filtered and dried under vacuum to afford 70 over 3 steps (1.98 9,62 %).

IH NMR (500 MHz, DMSO): & = 8.97 (s, 1 H, H2 or H8), 8.84 (s, 1 H, H2 or H8), 6.06 (d, J =
5.1 Hz, 1 H, 1H’), 5.59 (d, J = 5.9 Hz, 1 H, H2"), 5.28 (d, J = 5.1 Hz, 1 H, H3’), 5.12 (t, J = 5.9
Hz, 1 H, H4), 4.58 (m, 1 H, OH), 4.21 (m, 1 H, OH), 4.10 (m, 1 H, OH), 3.5-3.8 (m, 2 H, H5').

13C NMR (126 MHz, DMSO): & = 151.9, 151.8, 149.5, 145.9, 88.3, 85.8, 74.1, 70.3, 61.2.

188 7Zhao, H., Pagano, A. R., Wang, W., Shallop, A., Gaffney, B. L., Jones, R. A. J. Org. Chem. 1997, 62, 7832-
7835.
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Compound 71: N6-azido adenosine!®®

N3
Ol
HO o<N N/)

HO OH

Chemical Formula: CoH{1N;O,
Molecular Weight: 293,24300

NaNs (357 mg, 5.2 mmol) was added to a solution of compound 70 (500 mg, 1.75 mmol) in 10
mL of DMF and the reaction mixture was heated at 60 °C for 16 h. The solution was cooled
and concentrated to dryness. The resulting product was crystallized from water-methanol

giving 71 as a white solid (377 mg, 72%).

IH NMR (500 MHz, DMSO): & = 10.15 (s, 1 H, Hy), 6.15 (d, J = 4.86 Hz, 1 H, H1’), 5.62 (d, J =
5.9, 1 H, OH), 5.29 (d, J = 5,25 Hz, 1 H, OH), 5.10 (t, J = 5.4 Hz, 1 H, OH), 4.60-4.57 (m, 1 H,
H2'), 4.24-4.21 (m, 1 H, H3'), 4.04-4.02 (m, 1 H, H4’), 3.76-3.72 (m, 1 H, H5’), 3.64-3.60 (m, 1
H, H5').

13C NMR (126 MHz, DMSO): & = 145.4, 142.6, 136.1, 120.2, 88.3, 85.7, 74.5, 70.0, 60.9.

169 Friden, M., Avifio, A., Eritja, R. Nucleosides Nucleotides Nucleic acids. 2003, 2, 193-209.

214



Compound 72: 3’-5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N6-iminophoshorane-phenyl
ester adenosine

Qe
<f)f>

TBSO OTBS

Chemical Formula: CS3H72N506PSi3
Molecular Weight: 990,41676

TBSO

To a solution of compound 69 (20 mg, 0.031 mmol) in DMF/H20 (9/1, 1 mL) was added the
phosphine 10b (24 mg, 0.062 mmol) and the mixture was stirred 18 h at 40 °C. Water was
added and the solution was lyophilized. The residue was purified by silica gel chromatography
(cyclohexane/EtOAc 8:2) to provide the desired compound 72 as a white foam (21 mg, 90%).

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.93 (s, 1 H, H2 or H8), 7.89 (s, 1 H, H2 or H8), 7.82 (s, 4 H,
HAY, 7.56-7.55 (m, 3H, HAY), 7.38-7.35 (m, 1 H, HAY), 7.30-7.28 (m, 3 H, HA", 7.20-7.16 (m, 8
H, HAY, 5.85 (s, 1 H, H1’), 4.65 (s, 1 H, H2’), 4.26 (s, 1 H, H3"), 3.99 (s, 1H, H4’), 3.95-3.95 (m,
1 H, H5), 3.66 (d, J = 10.9 Hz, 1 H, H5'), 0.83 (s, 18 H, tBu'®S), 0.66 (s, 9 H, tBU™S), 0.00 (s,
12 H, Me™S), - 0.18 (s, 3 H, Me™S), - 0.35 (s, 3 H, MeT®9).

31p NMR (202 MHz, CDCl3): & = 14.0.

MS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for CssHzsNsOsPSis 990;45 found 990.60.
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Compound 74: 3’-5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl) N6-iminophoshorane-
diazirine ester adenosine

(o)

N
Ph\Eh (0] N
NG\@
N X
N
2
o, ST
o N

HO OH

Chemical Formula: C33H3,N,06P
Molecular Weight: 653,63576

To a solution of compound 71 (30 mg, 0.10 mmol) in DMF/H,O (9/1, 1mL) was added the
phosphine 10d (79 mg, 0.20 mmol) and the mixture was stirred 18 h at 40 °C. Water was
added and the solution was lyophilized. The residue was purified by HPLC. The appropriate
fractions were collected and lyophilized, to give compound 74 (8 mg, 8%).

HPLC retention time : 23.6 min

H NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.24 (s, 1 H, H2 or H8), 7.87 (s, 1 H, H2 or H8), 7.72-7.40 (m,
13 H, HAY, 7.26-7.24 (m, 1 H, HA), 5.23 (d, J= 6.5 Hz, 1 H, H1"), 4.57 (t, J = 5.2 Hz, 1 H, H2),
4.32-4.30 (m, 1 H, H3"), 4.16-4.15 (m, 1 H, H4’), 3.87 (dd, J = 2.2, 12.5 Hz, 1 H, H5’), 3.72 (dd,
J=2.4,125Hz, 1 H, H5), 1.86 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CH>), 1.26 (t, J = 7.7 Hz, 2 H, CH,), 0.86
(s, 3 H, Me).
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Compound 75: 2-azidoethan-1-amine!’®

HZN/\/ N3

Chemical Formula: C;HgN,
Molecular Weight: 86,09800

Sodium azide (1.8 g, 27.7 mmol) was added to a solution of 2-bromoethylamine. HBr (2.5 g,
12.2 mmol), in H20 (30 mL) and the reaction mixture was heated at 80 °C for 24h. After cooling
at room temperature, sodium hydroxide (488 mg, 12.2 mmol) was added and stirring was
maintained for 30 min. The aqueous layer was then extracted with DCM. The combined organic
layers were combined and dried over MgSOy, filtered and concentrated to afford compound 75
(798 mg, 76%).

IH NMR (250 MHz, CDCls): & = 3.37 (t, J = 5.6 Hz, 2 H, CH>), 2.89 (d, J = 5.6 Hz, 2 H, CHy).

170 Angelos, S., Yang, Y.-W., Patel, K., Stoddart, J. F., Zink, J. I. Angew. Chemie Int. Ed. 2008, 47, 2222-2226
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Compound 76: N6-2-azidoethane adenosine

N X
N
2
HO <N | /)
o N
HO OH

Chemical Formula: C{,H,gNgO,4
Molecular Weight: 336,31200

BOP (791 mg, 1.8 mmol), DIPEA (389 uL, 2.2 mmol) and compound 75 (154 mg, 1.8 mmol)
were added at 0 °C to a solution of inosine (400 mg, 1.5 mmol) in DMF (5 mL) and the reaction
mixture was stirred at room temperature for 24 h. Water was added and the solution was
lyophilized. The residue was purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 96:4) to
provide the desired compound 76 as a white foam (470 mg, 94%).

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.26 (s, 2 H, H2 and H8), 5.96 (d, J = 5 Hz, 1 H, H1’), 4.76-
4.74 (m, 1 H, H2"), 4.34-4.32 (m, 1 H, H3), 4.17 (s, 1 H, H4’), 3.90-3.87 (m, 1 H, H.5’), 3.80
(bs, 2 H, CHy), 3.76-3.73 (M, 1 H, Hp5'), 3.59-3.57 (m, 2 H, CH>).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C12H17NgO4 337.13728; found 337.13592.
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Compound 77 : N6-Phe adenosine

Ho:
HN/\/NW/\NHZ
N XN o
4
o)
HO OH

Chemical Formula: C,1Hy7N;O5
Molecular Weight: 457,49100

To a solution of compound 76 (38 mg, 0.11 mmol) in DMF/H,0 or THF/H,O (9/1, 3 mL) was
added the phosphine 52 (122 mg, 0.22 mmol) and the mixture was stirred 16 h at 40 °C. After
lyophilization, the residue was purified by HPLC. The appropriate fractions were collected and
lyophilized, to give compound 77 (4 mg, 8% in DMF and 3.5 mg, 7% in THF).

HPLC retention time : 14.9 min

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.20-8.08 (m, 2 H, H2 and H8); 7.28-7.27 (m, 5 H, H*), 5.86
(d, J = 6.4 Hz, 1 H, H1"), 4.69-4.62 (M, 1 H, H2’), 4.23-4.21 (m, 1 H, H3"), 4.07-4.06 (m, 1 H,
H4'), 3.98-3.95 (m, 1 H, CH), 3.80-3.77 (M, 1 H, H.5'), 3.70-3.63 (M, 5 H, Hy5 and CHy), 3.17-
3.11 (m, 1 H, CH,), 2.97-2.88 (m, 1 H, CHy).

13C NMR (126 MHz, MeOD): d = 153.4, 141.6, 130.5, 130.4, 130.4, 130.3, 129.9, 128.4, 91.2,
88.2,75.4, 72.7, 63.5, 63.4, 61.8, 57.5, 44.1, 39.0, 38.2.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C21H2sN7Os 458.2152; found 458.21454.
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Compound 78 : N6-amino ethyl adenosine

HN/\/NHz

HO OH

Chemical Formula: C{,H,gNgO,
Molecular Weight: 310,31400

Compound 78 (5.2 mg, 15%) was isolated during the synthesis of compound 77.
HPLC retention time : 6.7 min

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.67 (s, 1 H, H2 or H8), 8.60 (s, 1 H, H2 or H8), 6.11 (d, J =
5.2 Hz, 1 H, H1’), 4.79-4.74 (m, 2 H, CHy), 4.60 (t, J = 5.1 Hz, 1 H, H2), 4.34 (t, J= 4.8 Hz, 1
H, H3"), 4.22-4.14 (m, 3 H, CH; and H4’), 3.9-3.8 (m, 2 H, H5).

13C NMR (126 MHz, MeOD): & = 153.1, 150.7, 145.5, 144.5, 118.5, 90.6, 87.6, 76.6, 71.9,
62.6, 46.5, 46.2.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C12H19NeO4 311.1468; found 311.1458.
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Compound 79 : N6-formamide adenosine

HN/\/N\H/H
N \N
2
HO <N | N/)
(o]
HO OH

Chemical Formula: C13H18N605
Molecular Weight: 338,32400

Compound 79 (1.8 mg, 6%) was isolated during the synthesis of compound 77.
HPLC retention time : 13.1 min

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.29-8.26 (m, 2 H, H2 or H8 and Hmamide) 8 15.8.12 (m, 1 H,
H2 or H8), 6.00 (d, J = 6.4 Hz, 1 H, H1’), 4.81-4.78 (m, 1 H, H2'), 4.45-4.43 (t, J = 5.3 Hz, 2 H,
CHo), 4.32-4.35 (m, 1 H, H3'), 4.21-4.19 (m, 1 H H4’), 3.95-3.90 (m, 2 H, CHy), 3.81-3.76 (m,
2 H, H5).

13C NMR (126 MHz, MeOD): d = 162.8, 153.4, 141.7, 130.5, 130.3, 128.9, 127.9, 91.3, 88.2,
74.5,72.7, 63.5.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* Calcd for C13H19NeOs 339.1417; found 339.1428.
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Compound 81: 5-azido adenosine

NH,
N S
N
N3 </N | /)
o N
HO OH

Chemical Formula: C10H12N803
Molecular Weight: 292,25900

Pyridine (610 uL, 7.48 mmol) and thionyl chloride (1.4 mL, 18.7 mmol) were added at 0 °C,
over 5 min to a solution of adenosine (1 g, 3.74 mmol) in MeCN (10 mL). The reaction mixture
was stirred at 0 °C for 3 h before being warmed to room temperature and stirred for 16 h. The
resulting precipitate was filtered and dissolved in water/MeOH (5:1) and aqueous ammonia
(25%, 2 mL) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 30 min and
the solvent was removed under reduced pressure to provide 5’-chloroadenosine 80.1* The
resulting 5’-chloroadenosine was then solubilized in DMF (5 mL) and sodium azide (1.2 g, 18.7
mmol) was added. The reaction mixture was heated at 80 °C for 16 h, and cooled to room
temperature. The excess of sodium azide was removed by filtration and the filtrate purified by
flash chromatography (DCM/MeOH 9:1) to give 81.1"? as a white foam (393 mg, 36% over 2
steps).

IH NMR (500 MHz, CDsOD): & = 8.29 (s, 1 H, H8), 8.21 (s, 1 H, H2), 6.03 (s, 1 H, H1’), 4.80-
4.78 (m, 1 H, H2), 4.40-4.36 (M, 1 H, H4"), 4.27 (g, J = 5 Hz, 0.5 H, H3’), 4.18 (g, J =5 Hz, 0.5
H, H3'), 3.94 (dd, J = 10, 5 Hz, 0.5 H, H5'), 3.84 (dd, J = 10, 5 Hz, 0.5 H, H5’), 3.69-3.62 (m, 1
H, H5).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* calcd for C10H13NsO3: 293.1110; found: 293.1098.

171 Sadler, J.C., Humphreys, L.D., Snajdrova, R., Burley, G.A. ChemBioChem 2017, 18, 992-995.
172 Ciuffreda, P., Loseto, A., Alessandrini, L., Terraneo, G., Santaniello. E. Eur. J. Org. Chem. 2003, 4748-4751.
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Compound 82 : 5-benzoylamino adenosine

HO OH

Chemical Formula: C17H18N604
Molecular Weight: 370,36900

To a solution of compound 81 (10 mg, 0.034 mmol) in DMF/H-0 (9/1, 2 mL) was added the
phosphine 10b (26 mg, 0.62 mmol) and the mixture was stirred 16 h at 40°C. Water was added
and the mixture was lyophilized. The residue was purified by HPLC purification and the

appropriate fractions were collected and lyophilized, to give compound 82 (2.5 mg, 20%).
HPLC retention time : 14.9 min.

'H NMR (500 MHz, CD3zOD): 6 = 8.25 (s, 1 H, H2 or H8), 7.90 (s, 1 H, H2 or H8), 7.81-7.79
(m, 2 H, HA), 7.56-7.53 (m, 1 H, H""), 7.47-7.44 (m, 2 H, H""), 5.95 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, H1’),

4.38-4.36 (m, 1 H, H2), signal of H3’®' masked in the residual peak of water, 4.30-4.28 (m, 1
H, H4'),3.94 (dd, J = 4.8, 14.2 Hz, 1 H, H.5’), 3.64 (dd, J = 4.8, 14.2 Hz, 1 H, Hyx5)).
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Compound 83 :

5’-amino adenosine

Compound 83 (1 mg, 8%) was isolated during the synthesis of compound 82.

NH,
N BN
N
4
H,N <N | N/)
(o]
HO OH

Chemical Formula: C10H14N603
Molecular Weight: 266,26100

HPLC retention time : 13.7 min.

'H NMR (500 MHz, CDsOD): 6 = 8.28 (s, 1 H, H2 or H8), 8.21 (s, 1 H H2 or H8), 6.04 (d, J =
5.0Hz, 1 H, HT1),4.79 (t, J = 5.2 Hz, 1 H, H2'), 4.39 (t, J = 4.6 Hz, 1 H, H3’) 4.28-4.25 (m, 1

H, H4%), 3.95 (dd, J = 5.0, 11.9 Hz, 1 H, H.5') 3.83 (dd, J = 4.9, 11, 9 Hz, 1 H, Hy5).
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Compound 84: N6-propionic acid adenosine

o)
HN/\)J\OH
|
HO o<N N/)
HO OH

Chemical Formula: C;3H;7N50¢
Molecular Weight: 339,30800

BOP (138 mg, 0.31 mmol), DIPEA (68 pL, 39 mmol) and -Ala (28 mg, 0.31 mmol) were added
at 0 °C to a solution of inosine (70 mg, 0.26 mmol) in DMF (1 mL) and the reaction mixture
was stirred at room temperature for 24 h. Water was added and the solution was lyophilized.
The residue was purified by HPLC to provide the desired compound 84 as a white foam (9 mg,
10%).

HPLC retention time : 10.8 min

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8. 19 (s, 1 H, H2 or H8), 8.18 (s, 1 H, H2 or H8), 5.94 (d, J =
5Hz, 1H, HT), 4.75-4.73 (m, 1 H, H2"), 4.33-4.31 (m, 1 H, H3’), 4.17-4.16 (m, 1 H, H4"), 3.90-
3.87 (M, 1 H, Ha5'), 3.76-3.70 (m, 3 H, Hu5’ and CH>), 3.32-3.20 (m, 2 H, CH,).
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Compound 85: activated inosine with benzotriazolyl

N=N
o-N
/N =N

o <f) @

HO OH

Chemical Formula: CgH;5N;O5
Molecular Weight: 385,34000

Compound 85 (90 mg, 90%) was isolated during the synthesis of compound 84.

IH NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.85 (s, 1 H, H2 or H8), 8.43 (s, 1 H, H2 or H8), 8.12-8.10 (m,
1 H, HO8Y), 7.64-7.63 (m, 2 H, HO®Y, 7.56-7.54 (m, 1 H, H%8), 6.19 (d, J = 5 Hz, 1 H, H1’), 4.75-
4.74 (m, 1 H, H2"), 4.40-4.38 (m, 1 H, H3), 4.19-4.17 (m, 1 H, H4’), 3.92-3.89 (M, 1 H, H.5),
3.81-3.78 (M, 1 H, Hu5).

226



Compound 86: SAM-adenosine conjugate with amide link

NH,
N
N
7/
N o N
7N
HO
oN N/) HO OH
HO OH

Chemical Formula: Cy3H9N41Og
Molecular Weight: 587,55400

Compound 81 (4.13 mg, 0.014 mmol) was dissolved in toluene (1 mL) and PhSiH; (1.4 ul,
0.012 mmol), PPhs (0.3 mg, 0.0012 mmol) and compound 84 (4 mg, 0.012 mmol) were added
to the solution. The reaction mixture was stirred at 80 °C for 24 h. After concentration, the
residue was purified by HPLC to afford the desired compound 86 as a white foam (1.2 mg,
17%).

HPLC retention time : 13.7 min

'H NMR (500 MHz, CD30OD): 6 = 8.18 (s, 1 H, H2 or H8), 8.12 (s, 1H, H2 or H8), 8.08 (d, J =
5.1 Hz, 2 H, H2 or H8), 5.93 (t, J = 5.0 Hz, 1 H, H1  or H1”), 5.85 (d, J = 6.4 Hz, 1 H, H1’ or
H1”), H2’ or H2” are masked in residual peak of water, 4.64-4.62 (m, 1 H, H2’ or H2"), 4.45 (s,
4 H, 2 CHy), 4.30-4.26 (m, 1 H, H3’ or H3”), 4.22-4.21 (m, 1 H, H3’ or H3”), 4.08-4.06 (M, 2 H,
H 4’ and H4”), 4.30-4.26 (m, 2 H, H4’ and H4”), 3.80-3.75 (m, 2 H, H5’ or H5”), 3.66-3.64 (m,
2 H, H5 or H5”).

HRMS (ESI) m/z: [M - H] Calcd for C23H2sN110g 586.2128; found 586.22434.
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Résumé

La modification chimique des biomolécules permet d’obtenir des outils trés utiles pour la
compréhension de processus biologiques. Dans ce contexte, la modification des ARN a été
moins étudiée que celle des protéines ou de 'ADN. Dans ce travail de thése, jai développé
une méthodologie de post-fonctionnalisation d’ARN basée sur la ligation de Staudinger «
traceless». L’optimisation des conditions de cette réaction a été réalisée sur un dinucléotide-
2’-N3 modéle qui a été obtenu par couplage entre une adénosine et une désoxycitydine en
utilisant la chimie des phosphoramidites. Il nous a fallu aussi développer la synthése de
différentes phosphines fonctionnalisées par exemple par des sondes de type biotine, photo-
switch ou des composés photoactivables. L’utilisaton de la ligation de
Staudinger traceless nous permis d’obtenir une série de 8 dinucléotides fonctionnalisés avec
des rendements variables. Nous avons ensuite été capable d’appliquer cette réaction a la
modification 3’ terminal d’'un ARN de 24 nucléotides. Au-dela de I'aspect méthodologique de
ce projet, la synthése de phosphines substituées par des acides aminés a permis la synthése
d’analogues stables d’ARNTt par cette stratégie. Ces molécules seront utilisées comme outils
pour I'étude de transférases bactériennes impliquées dans la biosynthése du peptidoglycane.
Ces enzymes sont aminoacyl-ARNt dépendantes et sont impliquées dans I'une des étapes
essentielles de la biosynthése de peptidoglycane. Dans la derniére partie de ce travail de
thése, les conditions de ligaton de Staudinger traceless ont été étendues a la
fonctionnalisation des positions C6 et 5-OH de I'adénosine. Cette approche a conduit a la
synthése d’un analogue de type bisubstrat qui pourra étre utilisé pour I'étude de
méthyltransférases d’ARN.

Mots-clés : Ligation de Staudinger traceless, Chimie des nucléosides, ARN, post-
fonctionnalisation, Fem Transférases.

Abstract

Chemical modification of biomolecules provides very useful tools for understanding biological
processes. In this context, the chemical modification of RNAs has been less studied than that
of proteins or DNA. In this thesis work, | developed a RNA post-functionalization methodology
based on "traceless" Staudinger ligation. The optimization of the conditions for this reaction
was carried out on a model dinucleotide-2'-N3 which was obtained by a coupling step between
an adenosine and a deoxycitydine using phosphoramidite chemistry. We also developed the
synthesis of different phosphines functionalized by probes such as biotin, photo-switch or
photoactivable tags. The use of the traceless Staudinger ligation allowed us to obtain a series
of 8 functionalized dinucleotides with varying yields. We were then able to apply this reaction
to the 3 ' terminal modification of a 24 nucleotides RNA. Beyond the methodological aspect of
this project, the synthesis of phosphines substituted by amino acids allowed the synthesis of
stable analogs of tRNA by this strategy. These molecules will be used as tools for the study of
bacterial transferases involved in the biosynthesis of peptidoglycan. These enzymes are
aminoacyl-tRNA dependent and are involved in one of the essential steps in peptidoglycan
biosynthesis. In the last part of this thesis work, the traceless Staudinger ligation conditions
were extended to the functionalization of the C6 and 5'-OH positions of adenosine. This
approach has led to the synthesis of a bisubstrate-like analogue that will be used to study RNA
methyltransferases.

Keywords : Traceless Staudinger Ligation, Nucleosides chemistry, RNA, post-
fonctionalisation, Fem Transferases.



