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Synthese de nucléosides fluorescents originaux

Résumé

Les travaux présentés dans ce manuscrit de thése décrivent la conception et I'étude de
nucléosides fluorescents originaux pour la détection de processus biologiques. Dans un
premier temps, la synthése et la diversification du bicycle 1,6-naphthyridin-7(6 H)-one sont
présentées, démontrant l'intérét de cette plateforme synthétique. Puis, une étude des
propriétés photophysiques de ces structures a été menée afin d’évaluer leur potentiel en
tant que nucléobases fluorescentes artificielles. La liaison de ces structures a un ribose a
permis l'obtention des nucléosides fluorescents artificiels correspondant.

Dans un second temps, la structure hétérocyclique 3-(3-phenyl-1H-1,2,4-triazol-5-
yDpyridin-2(1H)-one a également été étudiée et a permis I'accés a une deuxiéme famille
de nucléosides fluorescents.

Mots-clés: nucléosides  fluorescents, nucléobases  artificielles, hétérocycles,

1,6-naphthyridin-7-one, 1,2,4-triazole-pyridin-2-one

Synthesis of new fluorescent nucleosides

Abstract

The work presented in this manuscript describes the design and study of novel fluorescent
nucleosides for the detection of biological processes. First, the synthesis and diversification
of the 1,6-naphthyridin-7(6 H)-one bicycle is presented, demonstrating the interest of this
synthetic platform. Then, a study of the photophysical properties of these structures was
conducted in order to evaluate their potential as artificial fluorescent nucleobases. The
linkage of these structures to a ribose afforded the corresponding artificial fluorescent
nucleosides.

In a second step, the heterocyclic structure 3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl)pyridin-
2(1H)-one was also studied and allowed access to a second family of fluorescent
nucleosides.

Keywords: fluorescent nucleosides, artificial nucleobases, heterocycles, 1,6-naphthyridin-

7-one, 1,2,4-triazole-pyridin-2-one
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Chapitre 1 — Introduction

I. Les hétérocycles, atouts de la chimie médicinale

La chimie hétérocyclique est un domaine d’intérét majeur au sein de la chimie organique.
En effet, de trés nombreuses molécules naturelles ou synthétiques d’intérét comportent
des noyaux hétérocycliques ce qui suscite l'attention des chimistes mais aussi des
biologistes.

Un hétérocycle est par définition une structure cyclique composée d’au moins un
hétéroatome qui n'est pas un carbone. Ces atomes sont le plus souvent de l'azote, de
I'oxygeéne, du soufre ou encore du phosphore pour les hétérocycles simples.

Nous allons donner ci-aprés plusieurs exemples de composés hétérocycliques d’intérét

comme illustration de I'importance de cette famille de molécules dans le monde du vivant.

Initialement, 'Homme a eu recours en premier lieu & une médecine naturelle issue de
plantes. A I'époque, la phytothérapie était trés utilisée sans méme avoir conscience que ses
bienfaits provenaient, en réalité, des principes actifs que contiennent les plantes. Principes
actifs, qui sont aujourd’hui mieux connus et au sein desquels nous retrouvons différents
hétérocycles. Le pavot somnifere (Papaver somniferum), plante ancestrale de la
phytothérapie, produisant de 'opium, est une substance connue pour contenir une grande
quantité de morphine et de codéine (Figure 1). Ces deux substances contenant un cycle
tétrahydrofurane et N-méthylpipéridine sont tres utilisées en médecine en tant

qu’antalgique et analgésique.
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HO™
Morphine Codéine

Figure 1 Structures de la morphine et de la codéine

La plupart des principes actifs des médicaments les plus utilisés (65%) comportent un

noyau hétérocyclique ce qui montre bien leur importance en chimie thérapeutique (Figure
2).2

N
N"Ss7~ cH i-S
H . 3 HO -
ké[ocm © J:NJ<
N' s
7 CHj, /o
L'omeprazole (anti-ulcéreux) Paroxétine (anti-dépresseur) L’amoxicilline (antibiotique)

Figure 2 Exemples de structures de principes actifs

Les possibilités de structure et de fonctionnalisation des hétérocycliques sont presque
infinies ce qui en fait des cibles de choix pour les chimistes organiciens.

Un nombre important de molécules hétérocycliques constitue notre organisme et servent
essentiellement a notre fonctionnement. On peut citer un des exemples phares, et qui est

pour nous le plus important ici, 'acide désoxyribonucléique ou ADN.
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II. L'ADN et 'ARN : macromolécules majeures du

systeme cellulaire

L’ADN est le support de notre information génétique et est propre a chacun. Il s’agit de la
macromolécule la plus importante pour les étres vivants car elle permet le développement,
le fonctionnement mais aussi la reproduction du monde vivant.

L’ADN a été isolé et identifié pour la premiére fois en 1869 par F. Miescher.? Cette structure
majeure a ensuite été élucidée par J. Watson , F. Crick et R. Franklin et a été publiée dans
la revue Nature en 1953.* Elle est définie comme étant une hélice double brins
antiparalléles (Figure 4a). En effet, ’TADN se compose de 2 brins qui s’enroulent entre eux
autour d'un méme axe et dans un sens opposé. Chaque brin est constitué dun
enchainement de monomeres nommeés nucléotides. Un nucléotide est composé d'une base
hétérocyclique, appelée nucléobase, reliée a un ose, le désoxyribose, et un groupement
phosphate en position 5 du désoxyribose. Les nucléotides sont reliés entre eux par le
groupement phosphate en position 5" et 'hydroxyle en positions 3’ du nucléotide adjacent

formant ainsi un polynucléotide (Figure 4b).°

~ / Base
P~
OO O. liaison osidique

feeeeeenucléoside —---!

-nucléotide monophosphate ---

Figure 4a Structure hélicoidale de 'ADN Figure 4b Structure d'un nucléoside et nucléotide

L’ADN est composé de 4 bases nucléiques : 'adénine, la guanine, la thymine et la cytosine.
Leur nature varie selon la structure de la base nucléique (Figure 5). Les bases A et G
correspondent a des hétérocycles de type purine alors que C et T correspondent a des

hétérocycles de type pyrimidine.®
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Figure 5 Structures des 4 bases de 'ADN

Les nucléobases s’apparient de fagon spécifique en s’associant deux a deux par des liaisons
hydrogéne. Ce phénomeéne est appelé la complémentarité des bases.” La guanine se lie avec
la cytosine a l'aide de 3 liaisons hydrogéne alors que I'adénine et la thymine ne font
intervenir que 2 liaisons hydrogéne (Figure 6). L'utilisation exclusive de bases purines ou

pyrimidines permet notamment une géométrie réguliére de 'hélice.

H\N O o (N O-H—N
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)

Figure 6 Appariement spécifique des bases nucléiques

L'enchainement des nucléotides le long d'un brin d'ADN constitue la séquence de ce brin.
Celle-ci est structurée en genes qui sont exprimés a travers la transcription en acide
ribonucléique ou ARN.

L’ARN est le deuxieme polynucléotide majeur des cellules vivantes (Figure 7). Sa
composition est semblable a celle de 'ADN par la présence d'un ose, d'une nucléobase et
d’une liaison phosphodiester entre chaque base. Cependant, il différe par I'utilisation d'un
ribose au lieu d'un désoxyribose pour 'ADN.? De plus, une des 4 bases d’ADN n’est pas

retrouvée dans ’ARN. Il s’agit de la thymine qui est remplacée par I'uracile. LARN est
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présent dans les cellules sous forme de simple brin et représente des segments plus courts

de quelques centaines a quelques milliers de bases contre quelques millions pour 'ADN.
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monocaténaire bicaténaire

Figure 7 Comparaison entre la composition de I'ARN et de 'ADN

L’ARN est obtenu par transcription de ’ADN et correspond donc a une copie d’'une région
de I'ADN. Ces bouts d’ARN peuvent étre non codants (ARN de transfert et ARN
ribosomique) ou bien codants, il s'agit dans ce cas d'’ARN messagers qui sont ensuite
traduits en protéines par des ribosomes.

Sur le plan structurel, la présence d'un atome d'oxygéne sur la position 2’ du ribose
influence sa conformation. Cet hétérocycle a cinq atomes n'est pas plan, ce qui conduit a
deux conformeres principaux du sucre, appelés C2'-endo et C3’-endo. L'ARN comportant
un atome d'oxygéne en position 2’ adopte alors la conformation C3’-endo de maniére
privilégiée.? A la différence de la conformation observée pour 'ADN, ou le désoxyribose est

en conformation C2’-endo (Figure 8).
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Figure 8 Conformations C2'-endo et C3'-endo

La présence de cet hydroxyle supplémentaire en position 2’ apporte de la stabilité a la
structure C3’-endo par rapport a la C2’-endo.

La double hélice d'ADN est, quant a elle, stabilisée essentiellement par deux forces : les
liaisons hydrogeéne entre les nucléotides d'une part et les interactions d'empilement 7 des
cycles aromatiques des bases nucléiques d'autre part.'” De ce fait, plus un brin d’ADN est
long plus il sera stable, en particulier si les séquences d’appariements G-C sont nombreuses
car ces bases forment 3 liaisons hydrogéne. Dans l'environnement aqueux de la cellule, les
liaisons 7 conjuguées des bases s'alignent perpendiculairement a l'axe de I'hélice d'ADN
afin de minimiser leurs interactions avec la couche de solvatation et ainsi minimiser leur
enthalpie libre. Les nucléobases se retrouvent alors a l'intérieur de I'hélice et la partie
osidique avec les liaisons phosphodiesters sont vers I'extérieur des doubles brins.

Cette structure en double hélice forme ainsi un grand sillon (12 A) et un petit sillon (6 A)
(Figure 9).!! Ces sillons donnent acces a des sites de liaisons par interactions faibles au sein
de 'ADN. Diverses molécules telles que les facteurs de transcription peuvent ainsi s’y lier

spécifiquement afin de réguler la transcription des génes par exemple.'?
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Figure 9 Représentation du grand sillon et du petit sillon de 'TADN

De nombreux travaux de recherche ont été menées sur ces deux macromolécules afin de
mieux comprendre leur composition, leur structure, leur fonction et leur intérét au sein de
nos cellules. De nos jours, le fonctionnement de 'ADN et de ’ARN sont bien connus des
chercheurs mais restent un enjeu important en science moléculaire. En effet, de
nombreuses maladies sont issues de perturbations génétiques présentes dans 'ADN. De
plus, 'ADN étant le garant de I'hérédité du génome humaine, il est d’autant plus important
de comprendre 'ensemble des mécanismes dans lesquels ces molécules pourraient étre
impliquées. C'est pour cela qu'une recherche encore trés active autour des molécules
d’ADN et d’ARN est toujours d’actualité.

Afin d’apporter des outils supplémentaires aux biologistes dans l'études de ces
macromolécules, des chimistes ont proposés d’élaborer des nucléobases fluorescentes. En
effet, la fluorescence est un outil de détection puissant en biologie moléculaire. Il s’agit
d’une technique d’analyse sensible, simple, direct et facile & mettre en ceuvre.
L'utilisation de fluorophores pour la détection et le suivi de biomolécules du systeme
cellulaire est commun et largement décrit. Cependant, le recours a l'accrochage de
fluorophores pour une structure contrainte et particuliére telle que 'ADN s’avere étre
limité. En effet, comme nous avons pu le voir précédemment, la structure de 'ADN est
définie par plusieurs parametres tels que l'usage du méme sucre, de l'utilisation de

seulement 4 bases nucléiques comprenant que 2 noyaux hétérocycliques, une taille et une
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dimension bien précise de chaque élément, qui permettent d’obtenir une double hélice

stable.

Nous proposons dans ce chapitre d'introduire les intéréts et les enjeux de développer des
bases d’ADN et/ou d’ARN artificielles fluorescentes ainsi que de résumer les travaux qui
ont déja été réalisés jusqu’a présent dans ce domaine d’étude.

Nous allons dans un premier temps aborder la notion de fluorescence.

III. La fluorescence

A. Principes de fluorescence

La fluorescence est un phénomeéne de photoluminescence qui se caractérise par une
émission de lumiére apres absorption de photons."

Une molécule est considérée comme fluorescente si elle a la capacité d’absorber un ou
plusieurs photons et de les réémettre a une plus grande longueur d’onde.’* Pour mieux
comprendre ce phénomeéne nous pouvons nous appuyer sur le diagramme de
Perrin-Jablonski (Figure 10).'%* Ce diagramme représente les états électroniques d'une
molécule. L'état électronique fondamental est noté Sy et les états électroniques excités sont
notés S;, S; (pour les singulets) ou T: (pour les triplets). Ces transitions refletent les
mouvements possibles des électrons lors d'une excitation radiative de la lumiére. Ainsi,
lorsqu'une molécule fluorescente est irradiée, elle absorbe un photon la faisant passer d'un
état fondamental Sp a un état excité S, ou S,. Puis par relaxation, elle va pouvoir réémettre
des photons a une longueur d'onde plus haute, lui permettant de retourner a un état
énergétique plus faible. Cette différence entre la longueur d’onde d’excitation et la
longueur d’onde d’émission est appelée déplacement de Stokes (Figure 11).'” Plus cet écart
est important moins les spectres d’absorption et d’émission auront de chance de se

superposer et plus il sera aisé de travailler avec le fluorophore.
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Figure 11 Déplacement de Stokes

Les propriétés photophysiques d'une molécule se caractérisent par plusieurs parametres
tels que la longueur d’'onde d’absorption (L), la longueur d’onde d’excitation (hey), la
longueur d’onde d’émission (kem), le coefficient d’absorption molaire (¢), le rendement
quantique de fluorescence (¢) et la durée de vie de fluorescence (1).

L'ensemble de ces parametres est mesurable grace a un spectromeétre UV-visible et a un
spectrofluorimetre. Ces appareils permettent d’enregistrer des spectres pour des longueurs

d’onde allant de 'UV jusqu’au proche infra-rouge (Figure 12).
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Figure 12 Gamme du spectre de la lumiere visible

1. L’absorption

Le spectre d’absorption représente la quantité de lumiére absorbée par l'échantillon en
fonction de la longueur d’onde, donnant ainsi la gamme spectrale de la molécule étudiée.
La mesure s’effectue sur une partie du spectre de la lumiere blanche allant de 'UV jusqu’au
visible et permet d’accéder a 'absorbance maximum A, et donc au Am.x d’absorption. Cette
valeur d’absorbance permet également d’obtenir le coefficient d’absorption molaire ¢ selon
la loi de Beer-Lambert. Ce coefficient exprime lefficacité avec laquelle une molécule

absorbe la lumiére dans un solvant donné.

A= eXxIXc

Avec A :l'absorbance
¢ : le coefficient d’absorption molaire en L'.mol".cm™
] :lalongueur de la cuve en cm

¢ : la concentration de I'échantillon en mol.L*!

Le spectre d’absorption regroupe les longueurs d’'onde d’excitation de toutes les formes d'un

composé (conformere, tautomeére).
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2. L’émission

Le spectre d’émission est obtenu par relaxation de I'énergie absorbée par une molécule a
I'état fondamental sous forme de lumieére, c’est un processus radiatif. Le spectre d’émission
refléte ainsi la distribution de la probabilité des diverses transitions a partir du plus bas
niveau vibrationnel de S; vers les divers niveaux vibrationnels de Sy. L’émission correspond
a une longueur d'onde d’excitation définie. Une excitation de I'échantillon a la longueur
d’onde d’absorption maximum donnera alors le spectre de fluorescence le plus intense.

Cependant, il existe des processus de désexcitation non radiatifs, qui correspondent a des
mécanismes de relaxation non associés a une émission de photon, tels que la relaxation
vibrationnelle, la conversion inter-systéme singulet-triplet, le transfert d’électron, la
séparation de charges ou encore des réactions chimiques a I'état excité. Ainsi, la totalité de
I'énergie absorbée n’est pas nécessairement réémise a 100% par de la lumiere, ce qui
engendre alors une intensité de fluorescence plus ou moins importante selon les processus

de désexcitation de la molécule.

3. L’excitation

Bien que semblable au spectre d’absorption, le spectre d’excitation montre quant a lui, une
seule forme du composé. De ce fait, si le spectre d’émission comporte plusieurs bandes
émettrices alors il est possible de savoir si elles proviennent d’'une seule ou de plusieurs

formes de la molécule.

4. Le rendement quantique

L'un des parametres importants est le rendement quantique de fluorescence. Il permet
d’évaluer la capacité d'une molécule a émettre des photons par fluorescence et ainsi
connaitre son potentiel en tant que sonde fluorescente.

Le rendement quantique correspond au nombre de photons émis divisé par le nombre de
photons absorbés. Sa valeur est comprise entre 0 et 1 avec un maximum de désexcitation

radiatif lorsqu’elle vaut 1. Autrement dit, plus le rendement quantique d'un fluorophore
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est proche de 1 plus son émission est efficace. Le rendement quantique rend compte de la
compétition entre les différents types de processus de désexcitation, radiatifs et non
radiatifs. Pour déterminer ce parametre de maniere absolue, un spectrofluorimetre équipé
d’une sphere d’intégration est nécessaire. Cependant, toutes les équipes de recherche ne
sont pas dotées de ce type d’appareil onéreux. Des chimistes ont ainsi mis au point une
méthode afin de mesurer le rendement quantique de maniére relative. Pour cela, le
rendement quantique de fluorescence du composé étudié est évalué par rapport a un
composé de référence ayant un rendement quantique connu et caractérisé dans la
littérature.'® Afin de minimiser les incertitudes de mesure le composé de référence est
choisi en fonction de la gamme d’émission du composé a caractériser, c’est-a-dire que les

deux composés doivent émettre dans des longueurs d’'onde semblables.

5. La durée de vie

La durée de vie de fluorescence représente le temps durant lequel la molécule reste a I'état
4 7 ’ by . 7 by ?r e \ 7
excité, c'est-a-dire le temps que la molécule met a passer de l'état excité a l'état
fondamental. Pour une fluorescence classique de composés organiques, la durée de vie de
fluorescence est de 'ordre de la nanoseconde. Le temps de vie de fluorescence permet de
donner des informations complémentaires aux mesures standard de déplacement et

d’intensité de fluorescence.

6. Le photoblanchiment

Lors des mesures de fluorescence de composés, un photoblanchiment peut étre observé.
Ce phénomeéne correspond a une diminution ou extinction complete de la fluorescence

b . . 7 A 7 \ 7 . 7
apres une excitation prolongée. En effet, le fluorophore peut étre engagé, a 1'état excité,
dans des réactions photochimiques avec le dioxygene par exemple, formant ainsi des
radicaux libres au lieu de réémettre les photons absorbés. Ce processus non radiatif

entraine donc une diminution de I'émission de fluorescence du composé. Ce phénomene
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peut alors étre une limite d’utilisation d'une molécule en tant que sonde fluorescente

notamment dans le cadre de la microscopie a fluorescence.

L’ensemble de ces parametres permet une évaluation globale d'un fluorophore, en fonction
de l'objectif et de I'intérét de son utilisation. Néanmoins, d’autres caractéristiques peuvent
étre pris en compte pour évaluer un fluorophore et notamment son éligibilité a certains
mécanismes de fluorescence pouvant augmenter son intérét d’utilisation. En effet, la
composition structurale de certaines molécules permet un phénomeéne électronique
nommé effet « push-pull ». Ce terme repose sur la présence, au sein de la molécule, d'une
fonction possédant un effet électronique donneur (effet mésomere donneur ou charge
négative) et d’'une fonction possédant un effet électronique accepteur (effet mésomere
attracteur, lacune électronique ou charge positive). Cette opposition électronique des deux
fonctions peut engendrer un déplacement des électrons de la fonction donneuse vers la

fonction attractive a travers plusieurs mécanismes.

B. Mécanismes de type donneur-accepteur (« push-pull ») en

fluorescence

Nous allons voir ici les 4 mécanismes principaux de type donneur-accepteur; le PET
(Photo-induced Electron Transfer), Le ICT (Excited-state Intramolecular Charge
Transfer), le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) et 'ESIPT (Excited State

Intramolecular Proton Transfer).

1. Le transfert d’électron photoinduit

Le transfert d’électron photoinduit (PET) est issu d’'une désexcitation d'un électron par un
transfert d’électron photo-induit via un processus d’oxydo-réduction. Ce phénomene est
réalisable pour des sondes fluorescentes composées généralement de 3 parties; le
fluorophore, un site de reconnaissance et une chaine reliant les deux parties. Le site de

reconnaissance posséde plusieurs potentiels d’oxydation et peut alors agir en tant que
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donneur ou accepteur d’électron.” Il existe deux types de transfert d’électron photoinduit,
le PET et le PET inversé. Généralement, I'état électronique So correspond a l'orbitale
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) et I'état S; correspond a l'orbitale LUMO
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Lorsque les orbitales HOMO (état S;) et LUMO
(état S;) du fluorophore sont plus basses en énergie que celles du site de reconnaissance
alors un transfert d’électron peut se faire du site de reconnaissance vers le fluorophore, ce
qui engendre une inhibition de la fluorescence. Cela correspond au PET. Dans le cas
contraire, le transfert d’électron se fait du fluorophore vers le site de reconnaissance ce qui
aboutit a2 une émission de fluorescence, correspondant au PET inversé (Figure 13). En
d’autres termes, lors d'un phénomeéne de PET une extinction de fluorescence est observée,
nommeé « systeme on-off » alors que pour le PET inversé se caractérise par une apparition

de fluorescence, nommé « systeme off-on ».

Emission de

fluorescence
N /\ . /\
Site de Site de
Fluorophore Chaine reconnaissance Fluorophore Chaine reconnaissance

——— LUMO LUMO % ‘‘‘‘‘‘‘
LUMO ﬂ— S LUMO
Jfr HOMO HOMO —P
HOMO —PL Jfr HOMO

Figure 13 Représentation des mécanismes de PET et PET inverse

2. Le transfert de charge intramoléculaire

Le transfert de charge intramoléculaire (ICT), implique la présence de deux fonctions
chimiques dont une avec un effet électro-donneur et une avec un effet électro-accepteur.
L’énergie du transfert de charge dépend ainsi des capacités donneuses et acceptrices des
deux groupements.” Lors de l'excitation du fluorophore un transfert de charge s'opére

entre l'entité donneuse et l'entité acceptrice engendrant une augmentation du moment

30



dipolaire. Ceci explique la variation du déplacement de Stokes qui est lui-méme dépendant

de la polarité du solvant ainsi que du microenvironnement de la molécule.

3. Le transfert d’énergie par résonnance de fluorescence

Le transfert d’énergie par résonnance de fluorescence (FRET), est défini comme un
transfert d’énergie non radiatif résultant d'une interaction dipéle-dipole entre deux
molécules, une donneuse et une acceptrice d’énergie.” Ce transfert n’est possible que si les
conditions établies par Forster sont respectées.”” Pour cela, il est nécessaire que le spectre
d’émission de la molécule donneuse recouvre au moins partiellement le spectre

d’absorption de la molécule acceptrice (Figure 14).
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Figure 14 Recouvrement du spectre d'émission du donneur et du spectre d'absorption de l'accepteur

Une certaine distance entre les deux molécules doit également étre respectée. Cette
distance correspond au rayon de Forster noté Ry, et est défini comme la distance donneur-

accepteur pour laquelle le transfert d’énergie non radiatif sur I'accepteur est égal a 50%

(Figure 15).
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Figure 15 Conditions de distance entre les fluorophores pour réaliser du FRET

Pour obtenir un phénomeéne de FRET efficace et exploitable un recouvrement minimum
de 30% est nécessaire entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de
I'accepteur (Figure 14).% De plus, la distance entre les deux molécules doit étre inférieure

ou égale a Ro ce qui correspond a une distance généralement comprise entre 1 et 10 nm

(Figure 16).%4%
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Figure 16 Influence de la distance par rapport a Ro sur I'émission du receveur

4. Le transfert de proton intramoléculaire a I'état excité

Le transfert de proton intramoléculaire a I'état excité (ESIPT) décrit pour la premiére fois
par Weller®® correspond a une relaxation du fluorophore par transfert d'un proton qui
seffectue par tautomérisation. Ce processus est donc possible lorsque le fluorophore
comporte un proton acide, souvent des groupements hydroxyles ou amino (représentant
I'entité donneuse), conjuguée a un hétéroatome possédant un doublet non liant basique,
jouant le role d’accepteur de proton.?” Il s’agit d'un processus photochimique a 4 niveaux
d’énergie. Les fluorophores présentant un phénomene d'ESIPT sont sous la forme énol (E)
a I'état fondamental. A I'état excité, la forme énol excitée (E*) tautomérise en forme cétone

excitée (K*). Enfin, le retour a l'état fondamental (K) s'accompagne d'une émission de
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fluorescence et le retour a la forme énol (K)>(E) se fait par transfert inverse de proton,

selon un processus non radiatif (Figure 17).
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Figure 17 Représentation schématique du phénomene d'ESIPT

La possibilité d’obtenir un large déplacement de Stokes (~200 nm) constitue l'avantage
majeur de ce phénomeéne.”

Néanmoins, le phénomeéne d’ESIPT est connu pour étre perturbé par 'environnement de
la molécule et notamment par le solvant, le pH du milieu ou bien la présence d’ions. En
effet, ce mécanisme de transfert de proton peut étre inhibé en milieu protique par le biais
d’interactions avec le solvant, favorisant ainsi I'émission de la forme énol. A l'inverse, avec
un solvant aprotique I'émission des deux formes sera visible avec généralement une
prédominance pour '’émission provenant de la forme céto. Le pH du milieu joue également
un role important lors du phénomene ESIPT puisqu'une protonation ou une déprotonation
du fluorophore devient possible selon les conditions utilisées, engendrant une exacerbation
de la fluorescence.” Le phénomeéne d’ESIPT peut également étre perturbé lors de la
présence de cation ou d’anion métalliques dans le milieu, ce qui constitue un avantage

pour la mise au point de fluorophores détecteurs d’ions.*
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Les sondes fluorescentes possédant un mécanisme d’ESIPT sont sélectives et sensibles a
leur environnement, elles sont par conséquent des outils d’analyse trés appréciés.
Cependant, ce type de sondes possedent des rendements quantiques peu élevés car lors du
processus d’ESIPT, la derniére étape de retour a I'état fondamental par transfert inverse de
proton est un processus non radiatif. Malgré tout, une amélioration du rendement

quantique est possible en couplant 'ESIPT au mécanisme d'ICT.*

Les études de fluorescence présentent l'avantage d’étre trés sensibles et permettent
d’effectuer des expériences a des concentrations faibles de l'ordre du nanomolaire. Les
7 7 ’ 7 . «]e 7
propriétés de fluorescence d'un composé varient avec le milieu car elles sont dépendantes
des états électroniques des molécules. Ainsi, toute interaction physique influencant les
transitions électroniques aura un effet sur la fluorescence comme par exemple, la variation
du pH*, la polarité du solvant®*3, ou encore des interactions intermoléculaires.
Ces propriétés font de la fluorescence une technique de choix en biologie pour I'étude des
3 1 Shension d dcani i llulaire® mais ell
structures™ et pour la comprehension des mecanismes au niveau cellulaire® mais elle est
également trés utilisée en chimie pour étudier et comprendre les interactions entre

molécules.?"38

C. La fluorescence au service de la biologie cellulaire

Il existe de nombreuses familles de sondes fluorescentes organiques.® Les petites
molécules telles que les cyanines, les rhodamines, les BODIPY ou encore la fluorescéine

sont devenues des références dans ce domaine (Figure 18).%

34



SO;

/ ()
O3S CO,CHj

£ : 250000 L.mol!.cm™ £ : 85000 L.molt.cm™

L $:0,25(PBpH=7) O \ ¢ : 0,90 (EtOH)
) Amax(abs): 647 nm HoN o KIHZ Amax(abs): 512 nm
. Amax(em): 665 nm Amax(em): 531 nm
Cyanine Cy5 Rhodamine 123

\
¢ :80000 L.molt.cm! Q\CO H €:92300 L.molt.cm!
2
o ¢:0,97 (MeOH) ¢:0,97 (EtOH)
N Amax(abs): 503 nm Amax(abs): 500 nm
o 0 0 Amax(em): 509 nm Amax(em): 541 nm

BODIPY FL NHS ester Fluorescéine

Figure 18 Exemples des différentes sondes organiques fluorescentes existantes

Ces molécules ont toutes des intéréts différents et permettent des détections particulieres.*
Les rhodamines sont notamment utilisées pour la détection d’ions tels que Fe®", Hg?*, Pb**
ou de radicaux libres comme HO".** Divers substituants peuvent étre introduits sur ces
structures permettant ainsi d’améliorer leurs propriétés photophysiques.** Ces molécules
sont également utilisées dans le marquage de protéines par liaison covalente a des acides
aminés.* La fluorescéine est connue pour son rendement quantique treés élevé ainsi que sa
solubilité dans I'eau (¢ : 0,79 (NaOH 0,1 M)).* Elle est également sensible au pH avec
différentes formes prototropiques.*

Les BODIPY sont des molécules stables dans de nombreux solvants avec une charge globale
neutre. Les BODIPY sont des fluorophores particulierement attractifs car ils possedent une
grande diversité structurale. Ils sont utilisés généralement pour l'étude d’interactions
protéine-protéine et le marquage de biomolécules.”’

Les familles de fluorophore de type cyanines sont photo-stables et présentent une bonne
hydrosolubilité. Ces composés sont utilisées dans le marquage de protéines ainsi que de
I’ADN.#8:49

Le DAPI (Di Amino Phenyl Indol) est un autre fluorophore ciblant 'ADN (Figure 19).% Ce
fluorophore émet dans le bleu avec un Am.x d’émission a 456 nm en se liant spécifiquement

aux bases A et T de 'TADN.5%?
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Figure 19 Structure du DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)

Le DAPI est notamment utilisé lors de la technique d’hybridation in situ en fluorescence
(FISH) consistant a colorer les chromosomes.”* Cette stratégie permet de repérer des
séquences spécifiques d’ADN ou la localisation spécifique de génes sur les chromosomes
grace a l'insertion de la séquence étudiée, nommeée séquence hybride, sur laquelle est
accrochée un fluorophore. Cette technique a révolutionné la cytogénétique a la fin des
années 90. Cependant, ce domaine a pris une tout autre ampleur aprés le séquencage
complet du génome humain (en 2003) et I'arrivée des puces 8 ADN dans les années 2010,
offrant une exploration génétique tres précise a grande échelle. En effet, sur des plaques
de verre nommeées « puces » des milliers de séquences d’'intérét peuvent y étre déposées.
Cette technique est tres efficace dans la détection de mutations ou délétions génétiques.
Ces différentes techniques basées sur la fluorescence sont trés utiles en génétique et
permettent de détecter des genes altérés chez un patient afin de poser un diagnostic
médical mais ne permettent pas une compréhension exacte des processus biologiques mis
en cause. Si une étude plus précise de 'ADN est souhaitée afin notamment de mieux
comprendre les interactions ADN-protéines ou encore de sonder des parties spécifiques
comme par exemple un ARNmessager, alors l'utilisation de fluorophores classiques n’est
plus la technique de choix.*****® C'est ainsi que les chercheurs sont en quéte de trouver de
nouveaux outils toujours plus sensibles et plus spécifiques permettant d’étudier 'ADN et
leurs interactions avec leur microenvironnement.’

C'est dans cette optique que des nucléobases artificielles fluorescentes ont été mises au
point afin de mimer au mieux les nucléosides naturels. L'intérét majeur d’utiliser ces
structures est de minimiser les perturbations stériques que peuvent engendrer des
fluorophores volumineux tels que ceux vu précédemment et ainsi observer 'TADN et 'ARN
dans leur conformation biologique naturelle.

Pour une utilisation adaptée au milieu cellulaire, il est préférable d’obtenir des bases
fluorescentes qui absorbent dans le visible et qui émettent au-dela des longueurs d’onde

correspondant au bleu (450 - 490 nm). Cela permet d’éviter les zones d’autofluorescence
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de certains organites de la cellule. De plus ces rayons, de haute énergie, sont assez
cytotoxiques pour le milieu cellulaire dans des conditions in vivo. L'idéal étant de pouvoir
accéder a des fluorophores émettant vers le proche infra-rouge. Des nucléobases sensibles
a leur microenvironnement sont actuellement recherchées. Enfin, des rendements
quantiques relativement élevés sont appréciés pour une meilleure détection de la
fluorescence notamment une fois incorporer dans un oligonucléotide puisque les bases

voisines ont tendance a diminuer la fluorescence du fluorophore.>®

IV. Les nucléobases artificielles fluorescentes

A. Etat de 'art

L’étude et la conception de nucléobases fluorescentes ont débuté dans les années 1970 avec
la premiére publication de Stryer concernant I'étude de la 2-aminopurine (2-AP), la
formycin et la 2,6-diaminopurine, en tant que nucléobases fluorescentes.” Ces trois
molécules sont des dérivés de 'adénine, une base nucléique naturelle. Elles se différencient

par I'ajout ou le déplacement d’'une ou de deux fonctions amines (Figure 20).

NH, NH NH,
Nj\)\ <NfN H ° N
SN { N— S SN
¢l A SN ¢l
N7 NTNH N !
H N/) H 2 \ N/) H N/)\NHZ
Adénine 2-Aminopurine Formycin 2,6-diaminopurine

Figure 20 Premiéres nucléobases fluorescentes dérivées de I'adénine.

La 2-AP posséde une longueur d’'onde d’absorption maximale L. située a 340 nm et une
longueur d’émission maximale Aen située a 370 nm dans du tampon phosphate a 0,01 M
pour un pH =7 a 25° C. Le rendement quantique de la 2-AP sous forme de nucléoside est
évalué a 0,68, alors que les formes nucléosidiques de la formycin et de la 2,6-diamonipurine
enregistrent un rendement quantique respectivement de 0,001 et 0,006. De plus, la 2-AP

est sensible a son environnement et dépendante du pH. Une perte totale de son émission
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de fluorescence est observée a pH= 1 ainsi que pour un pH= 12. Le Am.d’émission passe
de 383 nm a 370 nm avec une augmentation progressive de l'intensité de fluorescence
lorsque le pH passe de 2 a 4. Le calcul du pKa a I'état excité du 2-AP-ribonucléoside donne
les valeurs de 3,7 et 12. Ainsi, la meilleure émission spectrale est obtenue lorsque la

molécule est sous forme neutre.

La 2-aminopurine a ensuite été tres étudiée pour ses propriétés de fluorescence et est

devenue une référence dans le domaine des nucléobases fluorescentes.

Sowers et al®, se sont eux intéressés aux appariements la 2-aminopurine avec les bases
d’ADN naturelles et ont montré qu’elle s’apparie préférentiellement avec la thymine.
Cependant, leur étude montre également que la 2-AP peut former un nombre important
de mésappariements avec la cytosine. Seulement, d’apres les calculs thermodynamiques de
Law et al® la stabilit¢ du duplex AP-T est significativement plus importante que
I'appariement AP-C. Cette observation peut s’expliquer par le fait que l'insertion des
nucléotides par les ADN polymérases est influencée par la stabilité des appariements créés
ce qui maintient une formation préférentielle pour I'appariement AP-T.

La 2-AP montre un rendement quantique important de 0,68 en milieu tamponné neutre
mais cette capacité émettrice est fortement impactée par les bases voisines lors de son

introduction dans une séquence nucléique ce qui limite son utilisation.

Suite a ces premiers travaux sur les nucléobases artificielles, ce n’est qu'a partir de la fin
des années 1990 que l'intérét pour ces bases d’ADN fluorescentes réapparait avec les

travaux de Hawkins et al®?

qui proposent l'utilisation de noyau pteridine en tant que
nucléobase fluorescente. Des travaux sur des analogues de la guanine qu’il nomme 3-MI
et 6-MI (Méthyle Isoxanthoptérine) ainsi que des analogues de 'adénine nommées DMAP

et 6-MAP (diméthylamino ptéridine et méthylamino ptéridine) ont été menés (Figure 21).%
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Figure 21 Analogues fluorescents de la guanine (3-MI et 6-M1) et de I'adénine (DMAP et 6-MAP)

Ces analogues révelent des propriétés spectrales avec un Am. d’absorption autour de
250 nm pour la 3-MI, la DMAP et la 6-MAP et de 340 nm pour la 6-MI et un Ama.x d’émission
de fluorescence a 430 nm pour les 4 dérivés pour des mesures effectuées dans un tampon
Tris a pH= 7,5. Leur rendement quantique sont compris entre 0,39 et 0,88, la plus petite
valeur correspondant au 6-MAP et la valeur la plus importante au 3-MI, ce qui en fait des
molécules adéquates pour une utilisation en tant que sonde fluorescente.

En effet, ces pteridines fluorescentes ont été utilisées dans le cadre de différentes
recherches comme dans 'étude de la liaison de HU a 'ADN. Cette une protéine de liaison
a’ADN de type histone participe notamment a la réplication et a la transcription de ’TADN
chez Escherichia coli**

La nucléobase fluorescente 6-MI a par exemple été utilisée dans I'évaluation du mécanisme
d’activation du filament de la nucléoprotéine RecA, une protéine jouant un role crucial
dans la réparation de ’ADN par recombination.®® Puis, d’autres applications de détection

de ces dérivés ptéridines ont été étudiées au cours des années 2000.50:67:6869

C'est a partir de ces années 2000 qu'une émergence rapide de nombreuses nucléobases
fluorescentes est apparue dans la littérature, notamment grace au travail des chercheurs
Saito, Okamoto, Wilhelmsson™ ou encore Kool

L'équipe de 1. Saito a proposé le BPP (Benzopyridopyrimidine) comme nucléoside
fluorescent permettant de localiser les sites spécifiques des bases purines A et G. Lorsque
le nucléoside artificiel BPP est apparié avec les bases purines, une forte diminution de la
fluorescence est observée, et est méme quasiment éteinte lorsque 'appariement s’effectue
avec une guanine (Figure 22a).” Les auteurs ont également mis au point deux autres bases
fluorescentes discriminantes, les nucléosides MPA (methoxybenzodeazaadénine) et MPI
(methoxybenzodeazainosine). Ces nucléosides fluorescent uniquement lors de leur

appariement aux bases pyrimidiques cytosine (C) ou thymine (T) (Figure 22b).7>"
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Figure 22 Nucléosides fluorescents BPP (a) MPA et MPT (b) mis au point par I'équipe de Saito

L’équipe de M. L. Wilhelmsson a mis au point un analogue tricyclique de la cytosine, la
1,3-diaza-2-oxophenothiazine nommée tC (Figure 23). Cet analogue montre une
discrimination efficace des bases A et G et révele des propriétés photophysiques
intéressantes puisquun rendement quantique modeste autour de 0,2 est observé en
solution tamponnée neutre mais qui est conservé lors de son incorporation dans une chaine
double brins ADN ou ANP (ANP = Acide Nucléique Peptidique, ce type de chaine permet
de modéliser un brin d’ADN).” En effet, une diminution du rendement quantique lors de
I'insertion du nucléoside dans un brin d’ADN est un probléme récurrent rencontré par les
chercheurs. Ici, tC conserve son rendement quantique une fois inséré dans un brin modele.
Les auteurs ont également mis en évidence que la nucléobase tC agissait en tant qu’entité

donneuse dans un mécanisme de FRET face 4 un motif rhodamine accepteur.”

Figure 23 Exemple d'appariement du nucléoside fluorescent tC avec une base guanine
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L’équipe de E. T. Kool, a quant a elle, développé un tout autre modeéle de bases artificielles
correspondant a des structures polycycliques aromatiques hydrocarbonées (Figure 24).778
Bien que ne pouvant pas se lier avec les bases nucléiques via des liaisons hydrogéne, ces
bases artificielles polycycliques de type pyréne peuvent tout de méme étre insérées dans
un brin modeéle d’ADN par une ADN polymérase. Ces recherches ont notamment permis
d’utiliser cette base artificielle dans la détection de sites abasiques de 'ADN, lésion la plus

courante d’'endommagement de 'ADN in vivo.”

HO
(0]

OH

Figure 24 Nucléoside artificiel polycyclique de type pyréne

Une étude de dénaturation thermique d'un double brin d’ADN de 7 nucléotides contenant
une base artificielle correspondant a différents motifs aromatiques a ensuite été menée.®
L'introduction de ces motifs artificiels induit une variation de la valeur de la Tn
(température de dénaturation, correspond a la température a laquelle 50% de double brin
d’ADN est dénaturé ou dissocié) de 41,7° C a 64,1° C en fonction du cycle introduit
(Tableau 1).

Double brin étudié : 5'(dXCGCGCG)3’

Conditions : 5 uM ADN + 1 M de NaCl dans une solution Na-phosphate a 10 mM
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X Tu QO AT.C O

/ 41,7 / Q @
|

Cytosine 46,2 4,5 - v
Pyrrole Benzéne
Thymine 48,1 6,4
CHg F
Guanine 51,5 9,8 HaC HaC
Adénine 51,6 9,9 CHj \@F
Pyrrole 46,6 49 Triméthylbenzéne  Difluorotoluene
Benzeéne 48,3 7,3
CH
Triméthylbenzene 51,4 9,7 ’ NO,
oo o
Difluorotoluéne 544 13,4 /N N
) A
4-méthylindole 54,6 13,6 4-méthylindole 5-nitroindole
5-nitoindole 60,6 18,9
Naphtalene 56,2 15,2 O
Phénanthréne 57,3 16,3 i OO
Pyréne 64,1 23,1 -

Naphtalene Phénanthrene

Tableau 1 Etude de Tm en fonction de la nucléobase X dans une séquence d’ADN donnée

D’une fagcon générale, plus la structure cyclique est conjuguée et/ou substituée, plus la

température de fusion de la séquence augmente.
L’ensemble de ces études a permis de contribuer de maniére importante au développement

de nucléobases fluorescentes ce qui a rendu possible la commercialisation d'un certain

nombre d’entre elles comme, la pyréne-dU, la pyrrolo C ou encore la tC°.

B. Les différentes structures de nucléobases artificielles

Toutes ces nucléobases artificielles sont scindées en 2 catégories; les bases dites
canoniques, dont la structure reste proche des bases purines et pyrimidines mais surtout

permettant au minimum 2 appariements de type Watson-Crick en formant des liaisons
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hydrogene avec une base complémentaire. A contrario les bases non canoniques ne

respectent pas ces contraintes de structure et de complémentarité.*

Les bases canoniques peuvent étre divisées en 3 sous catégories qui sont; les bases
isomorphiques, les bases prolongées et les bases étendues.

Les bases isomorphiques sont les structures les plus proches des bases naturelles et leur
diversification se fait sur le squelette principal de la molécule.

Les bases prolongées, correspondent aux molécules possédant une liaison ou une chaine
carbonée au bout de laquelle se trouve une structure conjuguée.

Enfin, les bases étendues sont celles dont le cycle principal est étendu par d’autres cycles
conjugués.

Ces diversifications ont pour but d’étendre la conjugaison du systéeme = afin de moduler les

propriétés photophysiques des molécules.

Parmi les bases canoniques, nous pouvons illustrer quelques exemples possédant un noyau
de type purine (Figure 25). Les analogues de purine sont la catégorie de nucléobases
artificielles la plus étudiée. Les modifications les plus fréquemment rencontrées sont
effectuées sur les positions 7 et 8 et concerne la partie imidazole. Les positions 1, 2 et 6 sont
quant a elles tres peu modifiées car elles correspondent aux positions formant les liaisons
hydrogéne essentielles a 'appariement des bases. Cependant, il est possible de retrouver
un certain nombre d’exemples avec une élongation au niveau de la position 2 du cycle

purine.

o 0] (o] O NH,
N NH N NH N NH " N—"SN
N 4 L HO@—( L Q =<1 )
N™ N™ “NH, N N” > NH, N" >N NH, NN
“d o “d, f,
8-AzaG xG 8-Phenol-G AP
Base isomorphique Base étendue Base prolongée Base prolongée

Figure 25 Exemples de nucléobases artificielles fluorescentes analogues des bases purines

Des analogues des bases pyrimidiques sont également décrits mais comportent moins de

modifications structurales que les analogues de bases purines du fait de leur structure
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monocyclique. La diversification se trouve principalement sur les positions 4, 5, 6 car les

positions 2 et 3 sont nécessaires a 'appariement des bases. (Figure 26)

NH | o o]
N A N D\
\f\N e} | SN /li—l | NH
rTJ/J*o N/&o NS0 N’J*o
o A v
m°K CFu DMAT 5-EP(J
Base isomorphique Base prolongée Base étendue Base prolongée

Figure 26 Exemples de nucléobases artificielles fluorescentes analogues de bases pyrimidines

Ces structures sont donc contraintes a deux régles essentielles, une structure proche des
bases purines ou pyrimidines ainsi que la capacité de former des liaisons hydrogéne. Cela
restreint les possibilités de modifications structurales et rend ainsi difficile la modulation
de maniere importante des propriétés photophysiques de ces molécules. En revanche, ces
structures gardent l'avantage d’étre semblables aux bases nucléiques naturelles et
engendrent alors un minimum de perturbation stérique et peuvent ainsi étre plus

facilement reconnues par voie enzymatique.

Les bases non canoniques appartiennent a la deuxieme catégorie de nucléobases
artificielles. Ces structures sont généralement des systemes polycycliques trés conjugués.
(Figure 27) Ces bases artificielles n’ont pas la possibilité de former des liaisons hydrogene

mais émettent des signaux fluorescents par effet d’empilement .

o) o NEt,
> (O L K LI
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Phénanthrene Pyrene Imidazophénanthrene Rouge de Nile

Figure 27 Exemples de nucléobases artificielles fluorescentes non canoniques

Ces structures offrent une modulation importante des propriétés spectrales. En effet, ces
molécules trés conjuguées permettent d’atteindre des longueurs d’onde d’émission plus

élevées que les bases canoniques. Cependant, ces bases ont certaines limites puisqu’elles
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engendrent plus de perturbations de la double hélice du fait de leur structure imposante.

Elles seront ainsi de moins bons substrats pour les polymérases lors de la réplication.®

L’équipe de Y. Tor a concentré ses recherches sur le développement de bases artificielles
isomorphiques, avec notamment le développement d'un dérivé thieno[3,4-d|-pyrimidine
analogue de l'uracile. Leurs études ont montré que cet analogue présentait une longueur
d’onde maximale d’absorption A.,s de 304 nm et une longueur d’'onde maximale d’émission
Xem de 412 nm, associé & un rendement quantique de fluorescence de 0,48 dans l'eau.
L'insertion de cette base artificielle dans un oligonucléotide ARN est réalisable grace a
I'utilisation de la T7 ARN polymérase. Le nucléoside fluorescent mis au point permettrait

la détection de mésappariement avec les cytosines.®?

HO

OH OH

Figure 28 Structure de la thieno[3,4-d]-pyrimidine analogue uracile développé par 1'équipe de Tor

Par la suite, ce travail a permis d’étudier 'activité enzymatique de certaines protéines
toxiques qui inactivent les ribosomes par I'émission d'un signal fluorescent lors de la
détection d'un site abasique.®

De cette premiére structure, des analogues des 4 bases nucléiques de 'ARN ont pu étre
synthétisés. Les différentes propriétés photophysiques (valeurs données pour des mesures

dans 'eau) sont regroupés dans la figure 28.%
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Figure 29 Nucléosides d'ARN fluorescents développés par I'équipe de Y. Tor

Lors de ces études, les auteurs ont ainsi mis en évidence que l'analogue ARN de G, "G,
émettait dans des longueurs d’'onde de plus basse énergie tout en conservant un bon
rendement quantique. En effet, lorsqu'une utilisation de la fluorescence en milieu
cellulaire est souhaitée, nous rappelons qu'il est préférable d’obtenir des longueurs d’onde
qui s’approchent de l'infra-rouge.

Pour remédier a cela, des systémes plus étendus et plus conjugués ainsi que I'incorporation
d’hétéroatomes peuvent permettre d’atteindre des longueurs d’onde déplacées vers le

rouge.

Le développement de nucléobases fluorescentes possédant une systéme conjugué étendu
a suscité beaucoup d'intérét. En effet, cette catégorie de molécules possede les
caractéristiques des bases naturelles permettant un appariement avec des bases
complémentaires mais également une élongation du squelette principal afin d’'augmenter
la conjugaison du systéme .

L’équipe de Sekine a proposé une nucléobase de type étendu avec le dérivé nucléoside
pyrimidopyrimidoindole dC™" et a étudié la modulation de ses propriétés spectrales par

I'introduction de différents groupements fonctionnels (R) sur la structure.®
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R =H, OMe, SMe, F, CN, NMez, SO2Me

Figure 30 Structure de la 10-(2-Deoxy-B-D-ribofuranosyl)pyrimido[4’,5" :4,5]pyrimido[1,6-a] indole-6,9(7H)-dione), dC""!

L’étude démontre que lintroduction de groupements électro-donneurs ou électro-
attracteurs affecte légérement les longueurs d’'onde maximales d’émission et trés peu les
longueurs d’'onde maximales d’absorption. En revanche, les déplacements de Stokes sont
plutdt trés satisfaisants (135 nm environ) quel que soit la nature du substituant. Toutefois,
les rendements quantiques obtenus sont tous inférieurs a 0,1 ce qui correspond a une
fluorescence assez faible.

L’effet du solvant sur les longueurs d’onde d’absorption, d’émission mais également sur le
rendement quantique a aussi été étudié. L'utilisation de différents solvants engendre de
légéres modulations des longueurs d’'onde maximales d’absorption et d’émission. En
revanche, un fort impact sur le rendement quantique de fluorescence est observé. En effet,
les solvants organiques aprotiques polaires dont la constante diélectrique est élevée (DMF
et DMSO) permettent d’obtenir des rendements quantiques bien supérieurs que ceux

obtenus dans l'eau.

Les effets électroniques de type donneur-accepteur vu précédemment peuvent également
influencer les propriétés photophysiques des molécules. L'équipe de Castellano s’est
penchée sur ce phénomeéne de fluorescence en étudiant différents composés de type
purine.®®®” Pour ce faire, des nucléobases comportant une fonction ayant un effet
électronique inducteur attracteur -I et/ou mésomere attracteur -M ont été élaborées. Ces
structures ont ensuite été substituées avec des groupements R' et R* de type donneur.
L’'enregistrement des spectres d’absorption et d’émission ainsi que les rendements
quantiques ont permis d’évaluer l'influence de l'effet donneur-accepteur sur les propriétés
photophysiques des dérivés. Nous allons détailler ici un de leur composé a titre d’exemple.
Sur la structure proposée, la fonction cyano en position 8 est identifiée comme le

groupement attracteur. L'ensemble des groupements donneurs R! et R? (sauf R?>=H) sont
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situés sur les positions 2 et 6. Un total de 5 dérivés nommés de A a E a ainsi été préparé

(Figure 31).

R! R?
A NH, H
R2 B NHCH; H
11)’\‘\j;:\>—CN C N(CHs)» H
" Bn D NH, N(CHs),
E N(CH3); NH;

Figure 31 Diversification de I'analogue purine mise au point par l'équipe de Castellano

Les spectres d’absorption, d’émission et le rendement quantique ont été enregistrés pour
chaque dérivé A-E dans le dichlorométhane. Il s’est avéré que l'insertion de groupements
donneurs a pour effet un déplacement des longueurs d’'onde d’émission de fluorescence
vers le rouge mais également d’augmenter considérablement le rendement quantique des
dérivés. Enfin, l'effet donneur-accepteur a aussi permis de favoriser un déplacement de

Stokes plus important, ce qui est un atout significatif.

De nombreux autres chercheurs ont contribué au développement et a l'étude de
nucléobases fluorescentes.®® Comme nous avons pu le voir précédemment, il existe
différentes facons d’obtenir une base artificielle fluorescente. Soit en substituant
directement une base naturelle afin de la rendre fluorescente grace a I'ajout de conjugaison,
soit en élaborant une structure cyclique conjuguée fluorescente qui est ensuite accrochée
a un sucre ribose ou désoxyribose afin d’aboutir au nucléoside correspondant. Enfin, ses
nucléosides sont généralement insérés dans un brin d’ADN ou d’ARN modele, appelé

oligonucléotide, afin d’étudier divers processus biologiques.
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C. Méthodes d’insertion des nucléosides et nucléotides au sein

d'un oligonucléotide

Il existe 3 méthodes principales permettant d’insérer une base artificielle dans un

89,90 91,92,93,94

oligonucléotide ; par synthese supportée sur phase solide,”” par voie enzymatique
ou par modification post-synthétique.” Ces méthodes seront plus amplement détaillées
dans le chapitre 4. Dans notre cas de figure, elles permettent toutes les trois d’aboutir a un

oligonucléotide contenant une base fluorescente.

Lorsque ces oligonucléotides sont réalisés, il est ensuite possible de sonder des parties tres
spécifiques de '’ADN. Comme nous avons pu le voir a travers différents exemples, ces
nucléobases artificielles fluorescentes offrent un potentiel trés important dans la recherche
et la mise en évidence de processus biologiques.

Parmi les différentes possibilités d’application, deux utilisations sont fréquemment
étudiées ; la détection de polymorphisme d'un seul nucléotide et les interactions ADN-

protéines.

D. Exemples d’applications des bases artificielles ’ADN et d’ARN

1. Le polymorphisme d'un seul nucléotide

Le polymorphisme d'un seul nucléotide est une variation d'une seule paire de base dans
une séquence d’ADN. Il s’agit de la variation génétique la plus fréquente et représente 90%
de l'ensemble des variations génétiques chez I'humain. Selon leur position sur les
séquences touchées, les polymorphismes peuvent étre plus ou moins important pouvant
aller jusqu’au développement de maladies graves telles que la drépanocytose, la
mucoviscidose ou encore un risque plus élevé de développer la maladie d’Alzheimer.%"%
A T'aide des nucléosides fluorescents nous avons pu voir qu'il était possible d’obtenir des
bases discriminantes. Ces bases sont spécifiques d'une ou de deux bases naturelles

permettant par complémentarité d’identifier la base se trouvant sur le brin a étudier. Cette

détection peut se faire par diminution ou augmentation de la fluorescence. Généralement,
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le fluorophore est positionné sur le brin d’ADN modéle au niveau de la base a détecter du
brin complémentaire étudié. Lorsque le brin modéle comportant le fluorophore s'apparie
au brin étudié alors deux solutions sont possibles, soit I'appariement provoque une
extinction de fluorescence, ce qui indique que si la fluorescence est conservée il s’agit d'un
mésappariement de la base (Figure 32).” Soit a l'inverse l'appariement provoque un

changement de longueur d’'onde d’émission de fluorescence ou une intensité plus élevée.>

Appariement Extinction de la
N
Séquence modele fluorescence

comportant le fluorophore

N I—

Conservation de la

o
fluorescence

Mésappariement

Figure 32 Exemple de détection de polymorphisme d'un seul nucléotide grace aux nucléosides fluorescents

La méthode du « molecular beacon » pourrait facilement étre utilisée pour ce type de
détection. Cette technique consiste a cibler des fragments spécifiques d’ADN a étudier.
Pour cela, un oligonucléotide d'une vingtaine de bases est généré comprenant a l'intérieur
la séquence complémentaire de la cible d’intérét a identifier. Les deux extrémités sont
généralement un enchainement de 2 bases, représentant la tige, et vont s’apparier entre

elles permettant une conformation de la structure en épingle a cheveux (hairpin) (Figure

33).

< Séquence complémentaire de
la cible

Séquence complémentaire
nommeée tige

‘5‘ <~ Fluorophore

)

Quencher ——>

Figure 33 Description de I'épingle a cheveux (Hairpin) utilisée dans la technique du molecular beacon
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Lorsque l'oligonucléotide en conformation épingle a cheveu est mis en solution, il n’émet
pas de fluorescence. En revanche, lorsque la séquence a détecter est trouvée, alors
I'oligonucléotide va s’ouvrir pour s'apparier a sa séquence complémentaire et ainsi émettre

un signal de fluorescence (Figure 34).

——

Epingle a cheveux Séquence cible

. Epingle a cheveux ouverte
fermée

Pas de
fluorescence

Emission de fluorescence

Figure 34 Description de la technique du molecular beacon

Actuellement cette technique est utilisée avec un fluorophore et un désactivateur aux deux
extrémités de l'oligonucléotide. Si un nucléoside fluorescent est utilisé, celui-ci pourrait
directement étre intégré dans la séquence modele et permettrait une émission de
fluorescence lors de 'appariement au brin complémentaire étudié, comme proposé par

Hwang et al'® (Figure 40).”

Mésappariement
i Emission de
fluorescence
Extinction de
—>
. fluorescence
Appariement

Figure 35 Exemple de l'utilisation de la technique du molecular beacon avec un nucléoside fluorescent
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Les bases fluorescentes discriminantes offriraient un fort potentiel de spécificité pour ce
type de technique et permettraient de révolutionner les techniques de révélation de ’TADN

en biologie moléculaire notamment les techniques de PCR (réaction de polymérisation en

chaine).!!

2. Les interactions ADN-protéines

Les interactions ADN-protéines sont un centre d'intérét crucial en biologie. Leur étude
permet notamment la compréhension de l'activité de certaines enzymes puisqu’elles
découpent de maniére spécifique 'ADN.

Dans ce cadre, I'emploi de nucléosides fluorescents pourraient fortement améliorer la
technique de signalisation par les aptameéres.'> Un aptameére est un oligonucléotide simple
brin (ADN ou ARN) qui est capable de se fixer de maniére spécifique a un ligand tels que
les protéines. Le principe ici est de mettre en évidence la liaison entre 'aptameére et sa
cible, en fonction de I'’émission de fluorescence du nucléoside artificiel. De maniére
générale, lorsque 'aptamere se lie a sa cible cela entraine une modification de la structure
de l'oligonucléotide. Cette modification affecte 'émission de fluorescence et le rendement
quantique.

Katilius et al, ont publié des résultats encourageant dans ce domaine. En effet, la liaison de
3 protéines, la thrombine, la PDGF et I'IgE, a des aptameres spécifiques a été étudiée en
utilisant la 2-aminopurine (2-AP), la 6-MAP et la 3-MI a l'intérieur de ces séquences.
Lorsque I'aptamere se fixe a la protéine cible, les propriétés de fluorescence sont modulées
engendrant un gain de fluorescence.'®

Li et al ont eux aussi évalué I'utilisation d’'un nucléoside fluorescent au sein d’aptameres
pour étudier leur liaison a différentes protéines.!®™ Pour cela, la nucléobase fluorescente
pyrrolo-dC a été mise en présence de la PDGF, de la thrombine ou encore de 'ATP. Dans
ce cas, I'émission d'un signal fluorescent a également pu étre observé lors de la fixation de
I'aptamere a sa cible.

La mise en évidence de liaisons ADN-protéines est fondamentale afin de comprendre les

interactions de 'ADN avec son environnement ainsi que la conformation qu’il peut
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adopter. C'est pour cela que I'apport de sondes fluorescentes non perturbatrices telles que

les nucléosides fluorescents est primordial dans ce domaine de recherche.
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Conclusion

D’énormes progrés ont été réalisés concernant le développement de nucléosides
fluorescents artificiels au cours de ces 20 derniéres années. Toutes ces recherches ont
permis de mettre au point des outils puissants, précis et spécifiques afin de comprendre
divers processus biologiques impliquant '’ADN ou ’ARN. Nous comptons a ce jour de
nombreuses nucléobases fluorescentes commerciales. Seulement, un certain nombre de
défis sont encore a surmonter et nécessitent de continuer cet effort de développement. En
effet, il est encore difficile de trouver des analogues artificiels de nucléobases satisfaisant
I'ensemble des critéres importants pour une utilisation optimale. Les critéres importants
sont : une émission de fluorescence a des longueurs d’onde atteignant le proche-infrarouge,
un rendement quantique élevé sans perturber I'hélice d’ADN tout en maintenant son
intensité de fluorescence une fois inséré dans un oligonucléotide. Un réel besoin de
nucléosides fluorescents sensibles a leur environnement permettant de sonder la
conformation et les interactions de '’ADN avec son milieu est également existant. Enfin, le
développement de ces nucléosides artificiels pour des applications in cellulo et in vivo
permettrait une avancée considérable en recherche biomédicale et en biologie cellulaire.
C'est ainsi que notre équipe a pour ambition de concevoir des nucléosides fluorescents
satisfaisant le maximum de criteres, a partir de structures hétérocycliques originales. Ceci
avec l'objectif de générer des voies de syntheses les plus efficaces possibles, c’est-a-dire, a
partir de substrats simples, peu couteux, ainsi qu'un nombre d’étapes réduit.

Clest a travers ce premier travail exploratoire dans ce domaine que nous visons a
développer deux catégories de nucléosides fluorescents aux propriétés et caractéristiques
différentes. La premiére nucléobase correspond a un noyau naphthyridinone dont les
travaux sont résumés dans les chapitres 2, 3 et 4. La deuxieme nucléobase est quant a elle

issue d'un noyau 1,2,4-triazolique et fait I'objet du chapitre 5 (Figure 36).
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Figure 36 Idée générale de la conception de nucléosides fluorescents a partir d'une structure naphthyridinone ou triazole
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Chapitre 2 : Synthése de nucléobases
fluorescentes contenant un noyau
naphthyridinone
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Chapitre 2 — Syntheése de nucléobases fluorescentes

contenant un noyau naphthyridinone

Introduction

Les naphthyridines sont des bicycles azotés issues de la fusion de deux cycles pyridine joints
entre eux par deux atomes de carbone. Chacun des deux cycles comprend un seul atome
d’azote.'®™ Le premier cycle naphthyridine, la 1,8-naphthyridine, fat réalisée par A. Reissert
en 1893 et les a nommé ainsi.'®® Depuis, cet hétérobicycle aromatique est trés largement
étudié et utilisé pour de nombreux intéréts en chimie médicinale.’”1%1%9 ] existe 6
isoméres de la naphthyridine en fonction de la position des deux atomes d’azote (Figure

37).

1,5-Naphthyridine 1,6-Naphthyridine 1,7-Naphthyridine

-z BN = ~N N~ | NN
S 7 Na % N =

1,8-Naphthyridine 2,6-Naphthyridine 2,7-Naphthyridine
Figure 37 Les différents isomeres du cycle naphthyridine

Parmi toutes ces structures, les 1,8-naphthyridines sont les dérivés les plus synthétisés. En
effet, suite a la découverte des propriétés antibactériennes de I'acide nalidixique (un acide
organique obtenu a partir d'un dérivé 1,8-naphthyridinol) par G. Lesher et al.!'? la synthése
des 1,8-naphthyridines a fortement été mise en avant. Depuis, ces composés ont montré
de trées nombreuses applications en biologie telles que des propriétés anticancéreuses, anti-

inflammatoires, anti-hypertensives ou encore anticonvulsives (Figure 38).!!!
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Cr §Js

Antihypertenseur Anticonvulsif
Figure 38 Exemples de molécules thérapeutiques présentant un cycle 1,8-naphthyridine

L'isomeére 1,6-naphthyridine est aussi trés étudié pour ces propriétés biologiques.'** Par
exemple, l'aaptamine et l'isoaaptamine, des molécules issues d'une éponge marine
nommée Aaptos aaptos sont des structures connues comportant le squelette
1,6-naphthyridine (Figure 39). Ces molécules ont été identifiées comme de potentiels

13 D’autres

antagonistes des récepteurs adrénergiques et sont de potentiels anticancéreux.
dérivés de l'aaptamine ont ainsi vu le jour présentant notamment des propriétés

anti-microbiennes.!*

| o7 o~
O AL HO_ AL
HN | N N | X
g» g»

Figure 39 Structures de l'aaptamine et de l'isoaaptamine

Plus largement, la structure 1,6-naphthyridine est retrouvée dans un bon nombre de

115,116

molécules ayant des propriétés anticancéreuses , anti-virales'’, anti-asthmatiques'',

anticonvulsives'” et analgesiques'? (Figure 40).

N> N2
N H
| P N | XN
N P
0 OMe N
OCHjs o~
Anticancéreux Antiviral Antiasthmatique

Figure 40 Exemples de molécules bioactives comprenant un squelette 1,6-naphthyridine
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L’équipe de Y. Q. Long a aussi proposé le repositionnement d'une molécule antivirale en
tant qu’agent anticancéreux par modification de structure. En effet, la présence d'une
fonction alcool en position 8 conduit a une molécule antivirale, alors que substituée sur
cette méme position par une amine secondaire la molécule présente des propriétés

anti-cancéreuses (Figure 41).!%!

R1
X
a N
~
N NN
(0] R2
&
//O‘Z» \\/I)&
< z
Antiviral Anticancéreux

Figure 41 Changement de propriété biologique de la naphthyridine proposée par Zeng et al. en fonction du groupement R?

Les structures naphthyridines ont aussi trouvé une utilité en tant que sondes fluorescentes.
Les propriétés photophysiques de certains analogues ont été étudiées notamment par la

122,123,124,125

formation de complexes avec des métaux ou encore associés a des motifs

glucopyranoses.'

Ces quelques exemples permettent de comprendre tout I'intérét et les enjeux de ce bicycle

azoté autorisant une importante diversification et ainsi une multitude d’applications.

De ce cycle naphthyridine en découle les naphthyridinones. Ces structures sont similaires
aux naphthyridines mais possédent une fonction carbonyles sur 'un des cycles azotés.
Comme pour les naphthyridines, plusieurs isomeres de structure sont possibles en fonction
de la position des atomes d’azote, auxquels s’ajoutent des isomeres selon la position de la

fonction carbonyle.

61



H
| AN l\N| A NANH
N |/ N~ \N\O
(@]

1,6-Naphthyridin-8-one 1,6-Naphthyridin-4-one 1,6-Naphthyridin-7-one
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Figure 42 Exemples de bicycles naphthyridinones

De par 'ajout de cette fonction supplémentaire, un équilibre tautomere lactame-lactime
est alors possible pour certains isomeres (Figure 43). En effet, I'introduction d"une fonction

carbonyle en position 2 ou 6 permet un tel équilibre.

| N\ X I N\ X
Z N7 0H ZSN"So
H
Forme lactime Forme lactame

Figure 43 Equilibre lactame-lactime de certaines naphthyridinones

De nombreuses applications en biologie leur sont également attribuées. Certains isomeres
de naphthyridinones de type 1,5 et 1,6 sont reconnus pour leurs propriétés anti-rétrovirales

et ainsi utilisées en tant qu'inhibiteurs de I'intégrase impliquée dans la réplication du VIH

(Figure 44) 127,128,129

GSK 364735

L-810,812

Figure 44 Molécules étudiées comme anti-intégrase du VIH
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Les 1,8-naphthyridinones et leurs formes tautomeres sont également étudiées pour leurs

propriétés anti-hypertensives ou anti-cancéreuses (Figure 45).'%

OH
= X Ri = S Ry
HoN N N R HoN N N OH

Figure 45 Exemples de structures 1,8-naphthyridinones d’intérét biologique

Trés récemment, I'équipe de Wang et al.’® a évalué un dérivé 1,6-naphthyridin-4-one en
tant qu'inhibiteur de MET, un récepteur membranaire a dépendance, impliqué dans

I'équilibre cellulaire (Figure 46).

R
|\N|
N__
F NH
T T
0

Figure 46 Structure d'un dérivé de la 1,6-naphthyridin-4-one proposée en tant qu'inhibiteur de MET

La encore nous nous rendons compte que 'analogue naphthyridinone est lui aussi tres

étudié et semble étre trés prometteur.

Dans le cadre de notre travail sur la synthese de nucléobases originales, nous nous sommes
intéressés en particulier au bicycle 1,6-naphthyridin-7-one (Figure 47), isomeére encore trés

peu décrit et possédant également un bon potentiel biologique comme évoqué ci-dessus.

SN0

Figure 47 Structure de la 1,6-naphthyridin-7-one étudiée

Pour replacer ce travail dans son contexte, il faut remonter quelques années en arriére.
Notre équipe s'est intéressée a une liste de nouveaux hétérocycles originaux encore jamais
synthétisés nommés « Rings of the future ».!* Cette liste a été proposée par le chimiste

théoricien William Pitt & l'issue d'une étude in-silico.'® Selon ses travaux, ces bicycles
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originaux permettraient de renouveler et de diversifier les structures hétérocycliques
présentes en chimie médicinale.

Un précédent doctorant de I'équipe, Kevin Passador, a ainsi travaillé sur la mise au point
de la syntheése de la pyrano-pyridin-3-one, mais aussi de ses isomeéres de structure. Cest
au cours de cette étude que l'isomeére 1,6-naphthyridin-7-one a été observé et synthétisé
pour la premiere fois. En effet, c’est lors de I'étape finale de cyclisation par traitement en
milieu acide du composé 2-(3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 3, que

le bicycle naphthyridinone a été obtenu avec un rendement de 10% (Schéma 1).

(0] (6] (6]
| Ethyléneglycol 2 éq. /> LiIHMDS 3 éq. />
| AN APTS, H,0 0,4 éq. | X 0 phénylacétonitrile 2 éq. | X o HClag 6 M 3 éq, Z N 0
N el Toluéne NI Toluene NN THF NS0
5 Pé:%/f:ux 0 ngi ta. Ph 20 ht.a. HCl Ph
1 2 62% 3

10%

AN NH
SN0
HCI  Ph

4

Schéma 1 Tentative de synthese de la pyrano-pyridin-3-one

Cette molécule peu connue dans la littérature, s’est révélée étre fluorescente et ses

propriétés photophysiques n’avaient jusque-la pas encore été exploitées.

En revanche, les isoquinolinones, analogues structuraux des naphthyridinones comportant
7 . \ ’ . . 7 7 7 7 7

un noyau benzénique a la place d'une des pyridines, ont été plus étudiées et représentent

une classe de composés actifs en chimie médicinale.’**13>13¢ Cette plateforme synthétique

fonctionnalisable a un fort intérét dans le domaine de la biologie."®”!313 Comme pour les

naphthyridinones, ces analogues benzéniques présentent un équilibre tautomérique

lactame-lactime.

Les 3-hydroxyisoquinolines ont en outre été étudiées pour leurs propriétés photophysiques
<Figure 48).140,141,142,143,144,145

N
OH

Figure 48 Structure de la 3-hydroxyisoquinolinone
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En effet, I'équipe de Pinjeiro et al'* a notamment mené une étude synthétique et

photophysique sur la 4-(pyridin-2-yl)-isoquinolin-3-ol (Figure 49).

>N
OH

7\
z

Figure 49 Structure de la 4-(pyridin-2-yl)-isoquinolin-3-ol

Il en ressort que cette structure possede une émission de fluorescence dépendante du
solvant (solvatochromisme) ainsi qu'au pH du milieu (acidochromisme). Ceci lui confére
des propriétés de fluorescence adaptées pour des applications en tant que sondes dans des

milieux aussi bien aqueux qu'organiques.

Li et al.'¥ ont quant a eux étudié l'effet et la position de I'atome d’azote sur le cycle
benzénique de la 2-methyl-1,4-diphenylisoquinolin-3(2 H)-one (Figure 50). Ils ont ainsi
comparé les propriétés photophysiques de la diphénylisoquinolinone avec celles de la
2,6-naphthyridin-3-one et de la 2,7-naphthyridin-3-one. Ils ont également étudié leur

capacité a interagir avec des petits cations.

Ph Ph Ph

N7 ANAONT NENZONT
N

NS o) N NS o N N 0

Ph Ph Ph

Figure 50 Dérivés diphénylisoquinolinone, 2,6-naphthyridin-3-one et 2,7-naphthyridin-3-one (de gauche a droite)

Les auteurs ont alors remarqué des propriétés spectrales différentes entre les composés
bi-azotés et le composé isoquinolinone. Ils ont aussi montré qu'il existait une certaine
différence entre l'isomeére 2,6 et 2,7-naphthyridin-3-one notamment en présence d’ions
Fe3'. Nous comprenons ainsi que I'atome d’azote mais également sa position sur le cycle
pyridine influence les propriétés photophysiques de la plateforme naphthyridinone. Il est

donc intéressant d’évaluer tous les isomeres disponibles de cette plateforme.
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L'ensemble de tous les éléments abordés dans cette introduction nous a amené a
considérer la plateforme 1,6-naphthyridinone comme particulierement prometteuse.

Dans une optique novatrice, nous avons voulu l'utiliser pour la conception de nucléobases
fluorescentes originales. En effet, les naphthyridinones possedent plusieurs critéres
nécessaires a leur potentielle utilisation en tant que nucléobases fluorescentes artificielles :
la structure bicyclique doublement azotée comporte un groupement carbonyle exocyclique
qui permettrait d’effectuer des interactions avec les bases naturelles ’ADN wvza des liaisons
hydrogenes. Les propriétés photophysiques, dont les premiéres mesures se sont avérées
encourageantes, pourraient étre mises a profit pour sonder le microenvironnement de

I’ADN et réaliser la détection de séquences définies.

Nous allons aborder dans ce chapitre 'ensemble du travail synthétique qui a été mis en
ceuvre afin d’obtenir la plateforme 1,6-naphthyridin-7-one. Puis, le chapitre 3 concernera
la caractérisation de ses propriétés photophysiques, en vue de son utilisation en tant que

nucléoside artificiel fluorescent que nous verrons dans le chapitre 4.

66



I. Synthése du cycle 1,6-naphthyridin-7-one

A. Introduction - méthodes générales de synthése des

1,6-naphthyridinones

Quelques syntheéses ont été décrites dans la littérature concernant la préparation des
1,6-naphthyridin-4-ones et les 1,6-naphthyridin-8-ones mais peu concernent la synthese
des 1,6-naphthyridin-7-ones. Celles-ci sont généralement préparées par l'intermédiaire de
la synthése primaire de 1,6-naphthyridines obtenues par plusieurs méthodes : '

- Par condensation de plusieurs composés aliphatiques.

- Par cyclisation d'un substrat pyridine seul ou avec un ou plusieurs synthons

- A partir d’autres substrats hétérocycliques par dégradation ou réarrangement.

Pour montrer quelques exemples, H. Junek et al.!*8

ont proposé la condensation du
benzoyl-2-diméthlaminoéthyléne avec deux molécules de malononitrile, en présence de
HCl concentré a chaud pendant quelques minutes, afin d’aboutir au cycle

1,6-naphthyridine-8-carboxamide correspondant (Schéma 2).

~ HCI 10 M HN™
I/\)k© S 5min 100°C 07 N
H

71%

Schéma 2 Exemple de réaction de condensation aboutissant au bicycle 1,6-naphthyridine

A. Straub et al.'"¥ ont mis au point la synthése d’'un dérivé 1,6-naphthyridine & partir d'un
motif pyridine. Ils proposent la cyclisation de la 4-tert-butyramido-3-(3,3-diéthoxy-2-
hydroxy-2-phénylpropyl amino)pyridine par traitement avec de l'acide sulfurique a froid
pendant 2 heures puis a chaud pendant 2 heures. Cette étape est suivie d'une aromatisation
de la molécule par l'utilisation de 1,8-diazabicyclo[5,4,0]Jundéc-7-éne (DBU) dans du

dioxane a reflux pendant 6 heures permettant le départ de 2 molécules d’eau (Schéma 3).
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Schéma 3 Exemple de formation du bicycle 1,6-naphthyridine par cyclisation d'un motif pyridine

C. S. Giam et al."™ ont développé la synthése de la plateforme 1,6-naphthyridine non
substituée a partir de la 5 H-cyclopent[b]pyridine par ozonolyse dans le méthanol 4 -78° C.
Cette étape est poursuivie par un ajout de diazote et d'une solution d’hydrogénocarbonate
de sodium. Enfin, un ajout de diméthylsulfure pendant 6 heures a température ambiante
et d'une solution aqueuse d’ammoniaque pendant 6 heures supplémentaires permettront

d’aboutir aux 2 isomeres, 1,6 et 1,7-naphthyridines (Schéma 4).

1,6-naphthyridine  1,7-naphthyridine
24% 48%

Schéma 4 Formation de 2 isomeres de naphthyridine a partir de la cyclopentapyridine

En revanche, on constate ici que l'isomere 1,7 se forme préférentiellement et représente

48% du mélange contre 24% pour I'isomere 1,6.

D’autres méthodes permettent la synthése des 1,6-naphthyridinones, notamment par
hydrolyse d’halogéno-1,6-naphthyridines comme proposé par Singh et al.’*! La mise en
présence de la 2-chloro-5-dichloromethyl-1,6-naphthyridine dans du HCl a 6 M leur a
permis d’obtenir la 5-dichloromethyl-1,6-naphthyridin-2(1 /)-one en moins de 2 heures

avec un rendement de 67% (Schéma 5).

CHCl, CHCl,
NZS HCI6 M NS
~
NN ¢l 90 min 95°C N"~0
67% H

Schéma 5 Exemple de synthése d'un dérivé 1,6-naphtyridinone
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Il est également possible de trouver d’autres exemples provenant de dérivés amine, alcoxy
ou encore N-oxyde naphthyridines comme présenté ci-dessous (Schéma 6).

En effet, Wozniak et al.’® ont transformé la 2-amino-1,6-naphthyridine en 1,6-
naphthyridin-2(1/4)-one en présence d’acide sulfurique a reflux pendant plusieurs heures.
Kobayashi et al.'®® ont montré la possibilité d’obtenir la 1,6-naphthyridin-2(1/)-one a
partir de la 2-méthoxy-1,6-naphthyridine apreés 8 heures de réaction par l'utilisation de HC]
concentré a chaud en tube scellé. Enfin, le méme groupe de recherche a synthétisé cette
méme naphthyridinone a partir du dérivé N-oxyde correspondant en utilisant de

I'anhydride acétique a chaud pendant 3 heures en tube scellé.’*

NS H,S0, 80%
. 50 h reflux
N7 | AN HCI 10 M N7 | X
N z 8 h 140°C x
N OMe 67% H o
/ZO'
NTTS 3h160°C
PN 10%

) +
o

Schéma 6 Exemples de synthéses permettant l'obtention de la 1,6-naphthyridinone a partir de dérivés 1,6-naphthyridines

Cependant, I'ensemble de ces exemples nécessitent 'obtention au préalable du bicycle
1,6-naphthyridine. Nous proposons dans ce chapitre, une méthode simple et efficace pour
obtenir directement des dérivés 1,6-naphthyridinones sans passer par leurs intermédiaires

naphthyridines.

B.  Optimisation de la synthese
Comme exposé lors de I'introduction de ce chapitre, c’est au cours de I'étude de la premiére
synthése du bicycle pyrano-pyridin-3-one que l'isomeére 1,6-naphthyridin-7-one fat

synthétisé de maniere fortuite. La cyclisation du composé 2-(3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-

2-yl)-2-phénylacétonitrile en milieu acide a permis d’obtenir le bicycle naphthyridinone
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avec un rendement de 10%. Nous avons alors repris ce travail afin d’optimiser cette

stratégie et d’obtenir le bicycle naphthyridinone fonctionnalisé avec un bon rendement.

L'utilisation d'une pyridine en tant que molécule de départ pourrait nous permettre
d’envisager d’autres points de fonctionnalisation, notamment au niveau des positions 4 et
6 qui sont les positions les plus réactives de cet hétérocycle vis-a-vis des substitutions

nucléophiles.

Le premier motif 1,6-naphthyridin-7(6/)-one 4 synthétisé comporte un substituant
phényle en position 8. Cette molécule nous servira de référence tout au long de ce chapitre

(Schéma 7).

O (0} (0}
| Ethyléne glycol 2 éq. /> PhCH,CN 3 éq.
| X APTS, H,0 0,4 éq. | X (0] LIHMDS 2 éq. | X (0] HClag 6 M Z N "NH
N7 el Toluéne NZ el Toluéne N7 N THE SN
5 h reflux 20h0°C —>ta. 20 hta.
81% 62% Ph 10% HCI Ph
1 2 3 4

Schéma 7 Synthese initiale de la phénylnapthyridone

La premiére étape de cette synthése consiste a protéger I'aldéhyde 1 sous forme d’acétal
cyclique 2. Cette réaction est réalisée dans des conditions classiques avec de 1'éthyléne
glycol, de I'acide para-toluéne sulfonique (APTS), dans du toluéne a reflux, a I'aide d'un
montage Dean-Stark pour éliminer 'eau formée.

La seconde étape correspond a une substitution nucléophile aromatique (SxAr) de la
2-chloropyridine 2 par I'anion du phénylacétonitrile. Cette étape était initialement réalisée
en présence de 3 équivalents de phénylacétonitrile, de 2 équivalents
d’hexaméthyldisilamidure de lithium (LiHMDS), dans du toluéne a température ambiante
et permettait I'obtention du produit de SxAr avec un rendement de 62% apres 20 heures.
Cette étape a par la suite fait 'objet d’'une optimisation des conditions réactionnelles afin
de diminuer le temps de réaction, et de saffranchir de l'utilisation de base lithiée qui
nécessite une utilisation a basse température. Nous avons alors choisi d’utiliser de 'hydrure
de sodium (NaH) en tant que base forte dans cette syntheése. De cette facon, nous pouvons
avoir recours au chauffage ce qui devrait nous permettre d’accéder a plus de diversité

chimique par l'utilisation de dérivés nitriles variés. Ces nouvelles conditions nous ont
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permis d’obtenir le produit de substitution 3 en 3 heures de réaction a reflux avec un
rendement de 70% en utilisant un exces de NaH et 2équivalents de substrat
phénylacétonitrile. Nous avons ensuite diminué les quantités de réactifs au strict minimum
et c’est ainsi que nous obtenons les meilleures conditions réactionnelles avec un rendement

en produit attendu de 80% (Tableau 2).

O/> ,Con.ditions 03

| X 1) réactionnelles | X o
N NN
Ph
2 3
Conditions LiHMDS (3 éq.) NaH (5 éq.) NaH (2 éq.)
réactionnelles Substrat (2 éq.) Substrat (2 éq.) Substrat (1 éq.)
Rendements 62% 70% 80%

Tableau 2 Conditions d'optimisation de I'étape de SNAr

La fin de la séquence réactionnelle correspond a une cyclisation en milieu acide qui permet
d’aboutir au bicycle azoté en une seule étape, sous la forme d'un chlorhydrate. Nous
procédons a une cyclisation en présence d’'HCl aqueux dans du THF a température
ambiante pendant une nuit. Dans ces conditions, nous observons dans un premier temps
la déprotection de l'acétal, suivie de l'hydrolyse ménagée de la fonction nitrile en
carboxamide qui peut alors réagir par addition nucléophile sur I'aldéhyde. Enfin, le
composé aromatique est obtenu par élimination d'une molécule d’eau (Schéma 9). La
molécule finale a été observée et isolée pour la premiere fois avec 10% rendement en
utilisant une solution de HClaq a 6 M. Cest en forcant un peu les conditions et en utilisant
du HClaq a 12 M que nous sommes parvenus a obtenir une conversion totale en faveur de

la 1,6-napthyridin-7-one (Schéma 8).

e} (0]
| Ethylene glycol 2 éq. PhCH,CN 1 éq. />
| X APTS, H,0 0,4 éq. NaH 2 eq | A (o] HClag 12 M Z ™ "NH
- & T N CN SN

N~ >cl 5Tﬁluefr;e 3 h ref N THF (6]
retiux retiux 20 h t.a.
© Ph Ph
81% 80% quantitatif HCI
1 2 3 4

Schéma 8 Synthese optimisée de la 8-phénylnaphthyridinone
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O/> (l 4\OH2

= | ) 4 | \_NH, = | NH
HClag 12 M
Sy CN q SN o . SN o)
THF

-H,0

®
Z 7 "NH H,0 Z 0 NH

NS \ NS N
N o] N7 o]
.HCl

Schéma 9 Mécanisme de cyclisation de la naphthyridinone

Nous avons obtenu la structure RX du composé 8-phényl-1,6-naphthyridin-7-one sous

forme de chlorhydrate confirmant définitivement la structure de la molécule (Figure 51).

Figure 51 Structure RX de la 8-phényl-1,6-naphthyridin-7-one

C. Diversification du bicycle 1,6-naphthyridin-7-one

A Tissue de ce premier travail d’optimisation, notre objectif a été de mettre au point
I'exemplification et d’accéder a des dérivés naphthyridinones comportant des groupements
de nature électronique variée dans le but d’étudier et de moduler leurs propriétés

spectroscopiques.
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Nous avons alors identifié deux points de diversification privilégiés (Figure 52). Le premier,
nommé R!, découle directement de la fagon d’obtenir le bicycle naphthyridinone.
L'utilisation de dérivés aryles acétonitriles nous permettrons l'insertion de divers
groupements en position 8 de la pyridone. Le deuxiéme est issu de la réactivité favorable

de la position 4 du cycle pyridine et sera nommé R

R2

ZNFONH

SN S0
R1

Figure 52 Points de diversification R! et R? de la plateforme naphthyridinone

1. Voie de synthese du bicycle 1,6-naphthyridin-7-one substitué

en position 8 (groupement R!)

Nous avons choisi, dans un premier temps, de fonctionnaliser le cycle naphthyridinone par
des groupements aromatiques et hétéroaromatiques grace a linsertion de différents
substrats aryles acétonitriles lors de 'étape de SnAr sur la chloropyridine 1.

Avant cela, certains précurseurs aryles acétonitriles ont dii étre préalablement synthétisés
(Schéma 10). Il s’agit des motifs 4-méthylphényle et 4-éthynylphenyle qui n’étaient pas a
disposition au laboratoire. Le 4-méthylphényle acétonitrile est obtenu par une réaction de
substitution nucléophile a partir du bromure de 4-méthylbenzyle en présence de cyanure
de potassium a chaud. Le 4-éthynylphényle est quant a lui obtenu par un couplage de
Sonogashira entre le 4-bromophénylacétonitrile et 'éthynyltriméthylsilane. La fonction

éthynyle sera déprotégée directement dans les conditions de SnAr lors de I'étape suivante.
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Br CN cN PdCly(PPhg), 2% mol CN

Cul 1% mol
. DABCO 2 éq.
KCN 2 éq. TMSA 1,7 éq.
DMF Toluéene
Me 20 h §O°C Me Br 4 h reflux
53% 63% Ill
TMS
5 6 7 8

Schéma 10 Substrats acétonitriles préalablement synthétisés

Lors de l'exemplification, les conditions réactionnelles de I'étape de SyAr ont di étre
réajustées afin de pouvoir obtenir une méthode générale et efficace pour 'ensemble des
dérivés choisis. Ainsi, 3 équivalents de NaH au lieu de 2, et 2 équivalents de substrats
acétonitrile au lieu de 1 sont nécessaires pour réaliser I'étape de substitution pour

'ensemble des substrats aryles acétonitriles comme présenté ci-dessous (Schéma 11).

0 0}
| Ethyléne glycol 2 éq. R-CH,CN 2 éq. />
| S APTS, Hgo 0,4 éq. ff NaH 3 eq | X 0] HClag 12 M 2 "NH
N >el Toluéne THF N7 CN THF SN S0
5 h reflux 3-48 h reflux R 20 ht.a. Hal
81% quantitatif
1 2 3 4
R= Phényle 3a 80% R= Phényle 4a
R= Pyridine 3b 33% R= Pyridine 4b
R= Thiophene 3c 46% R= Thiophéne 4c
R=4-Bromophényle  3d 99% R= 4-Bromophényle  4d
R= 4-Méthoxyphényle 3e 84% R= 4-Méthoxyphényle 4e
R= 4-Méthylphényle  3f 50% R= 4-Méthylphényle  4f
R= Ethynylphényle 3g 62% R= Ethynylphényle 49

Schéma 11 Synthese générale des 8-arylnaphthyridinones

Grace a cette stratégie, différents produits de SxAr ont pu étre obtenus avec une bonne
diversité structurale. Des fonctions aromatiques substituées en position para du phényle
par des groupements électro-donneurs tels que Me, OMe, éthynyle ont été introduits avec
succes en 24 a 48 heures, avec des rendements allant de 50 a 84%. Le produit substitué par
le 4-bromophényle a lui été obtenu avec un rendement de 99% et permettrait également
d’introduire un point de fonctionnalisation supplémentaire pour d’éventuels couplages
carbone-carbone. Malgré des rendements plus faibles, nous avons aussi montré que des
fonctions hétéroaromatiques telles que la 2-pyridine ou la 2-thiophéne pouvaient étre
introduites en 4 a 20 heures.

En revanche, certains dérivés n'ont pas pu étre obtenus. Les composés

4-trifluorophénylacétonitrile, phénylsulfonylacétonitrile et (1-imidazolyl)acétonitrile n’ont
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pas pu étre synthétisés, et ce malgré la modification des conditions réactionnelles avec
notamment un temps de réaction plus long mais aussi un changement de substrat par la

2-fluoropyridine au lieu de la 2-chloropyridine (Figure 53).

NC>
3 % 3

Figure 53 Substrats acétonitriles n'ayant pas fonctionné

Ici, nous nous heurtons directement au probleme de réactivité des substrats engagés. Lors
de la réaction de SxAr, la premiere étape consiste a former un anion, par déprotonation
d’un hydrogeéne en alpha de la fonction nitrile, qui deviendra I'espéce nucléophile. Pour la
suite, la cinétique de I'addition nucléophile sera directement dépendante de la nucléophilie
de cette espece anionique. En effet, une espéce anionique trop stabilisée par effet -1 et/ou
-M serait moins réactive lors de l'addition nucléophile sur la chloropyridine. A l'inverse,
une espéce anionique peu stabilisée par effet +1 et/ou +M serait plus difficile a former, car
moins stable, mais plus réactive et conduirait a la formation du produit désiré. Il faut donc
trouver le bon équilibre au niveau des effets électroniques des substrats afin qu'ils puissent
conduire aux produits de réaction souhaité. Nous supposons une stabilité trop importante
des anions des motifs phénylsulfonyle, imidazolyle et trifluorophényle acétonitrile.

Enfin, concernant la derniere étape de la synthése des motifs naphthyridinones, la

cyclisation s’avere étre quantitative pour I'ensemble des composés 4a-4g (Schéma 11).

Dans un deuxiéme temps, nous avons tenté de tirer profit de la présence de I'atome de
brome sur le dérivé 4-bromophényle naphthyridinone 4d pour post-fonctionnaliser la
molécule. Ceci nous permettrait d’augmenter la conjugaison du systéme et ainsi obtenir
plus de diversité structurale, toujours dans le but de moduler les propriétés
photophysiques.

Pour cela, nous avons engagé le composé 4-bromophényle naphthyridinone dans un
couplage de Sonogashira de facon a y introduire les motifs 4-éthynylanisole et 4-éthynyl-
N-N-diméthylaniline (Schéma 12).

75



N ||

SN0
N NH PdCly(PPhg), 2% mol
| | Cul 4% mol
SN DIPEA 1,5 éq.
+
HCl THF Il
12hta.
R
: O
R=0Me 9a R=0OMe 10a
R =NMe2 9b R R =NMe2 10b
4d 9 10

Schéma 12 Tentatives d'élongation des structures naphthyridinones par couplage de Sonogashira

Ces essais ont été réalisés en présence de 2% molaire de PdCL,(PPhs),, 4% de Cul,
1,5 équivalents de diisopropyléthylamine (DIPEA), et 1 équivalent de substrat éthynyle
dans du THEF. Aucun produit de couplage n’a été obtenu a l'issue des réactions. Nous avons
alors supposé que la forme chlorhydrate de la molécule de départ pouvait étre responsable
de cette non réactivité.

Nous avons tenté de neutraliser la molécule avant de I'engager dans I'étape de couplage de
Sonogashira. Pour cela, nous avons opéré de différentes facons ; par extraction avec une
solution aqueuse basique, par neutralisation avec du NaOH en quantité stoechiométrique
puis par extraction liquide-liquide, ou encore a l'aide d'une colonne d’alumine basique.
Ces essais n'ont pas permis d’isoler la molécule sous forme neutre de maniere efficace.
Nous pouvons noter ici qu'une non miscibilité importante de 'hétérocycle dans les solvants
organiques a été observée durant ces manipulations.

Afin de pallier ce probleme, nous avons alors engagé le produit de SxAr 3d dans une
réaction de Sonogashira en utilisant les conditions réactionnelles précédentes. (Schéma 13)
Malheureusement, cette étape de couplage n'a pas été concluante, nous retrouvons

essentiellement les produits de départ n’ayant pas réagi.
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% | o)
N CN
i I
"0 PdCly(PPhg), 2% mol
| Cul 4% mol
NT N ON DIPEA 1,5 éq.
i l
THF
N 12hta.
Br ‘
/N\
3d 9b 11

Schéma 13 Essai de couplage de Sonogashira sur la forme ouverte

Pour conclure, ce travail d’exemplification sur la position 8 nous a permis d’obtenir
7 molécules fonctionnalisées par un groupement aromatique ou hétéroaromatique avec des

rendements de 30 & 99% en trois étapes & partir de composés commerciaux (Figure 54).

=~ " "NH =~ " "NH Z N "NH
SN @) NN 0] SN0
4a HCI I HCl
Z N7 "NH Z N2 NH Z N7 NH Br
SN0 SN0 SN0
te HCl af HCl 4g HCl

OMe | ‘

Figure 54 Exemplification de R! des naphthyridinones

2. Voie de synthese du bicycle 1,6-naphthyridin-7-one substitué

en position 4 (groupement R?)

Nous nous sommes ensuite intéressés a la fonctionnalisation de la partie pyridine du

bicycle naphthyridinone. Grace a la présence d'un halogéne en position 4 nous pensions
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pouvoir effectuer des couplages carbone-carbone qui nous permettraient de diversifier la

molécule par des groupements aromatiques sur le méme principe que vu précédemment.

X R2

Z Y "NH Z 7 "NH

SN0 SN S0
R! R!

X=Broul

Schéma 14 Introduction envisagée du groupement R?

Pour cela, nous avons choisi de débuter la synthése avec un composé dihalogéné, la
2,4-dibromo-3-pyridinecarboxaldéhyde. La séquence réactionnelle débute par Ila
formation de l'acétal dibromé 13 dans les conditions décrites précédemment avec un
rendement de 93%. Lors de I'étape suivante de SxAr nous avons constaté une compétition
entre les positions halogénées 2 et 4 aboutissant a la formation de deux produits en
proportion 1:1 (Schéma 15). Ce mélange d’isoméres de position est difficilement séparable,

ce qui a compromis l'obtention du produit désiré (substitué en 2) en bonne quantité.

(0] B . B
| Ethyléne glycol 2 éq. " 7\ PhcHCN26g, B
S APTS, H,0 0,4 6q. N o NaH 3 éq. ~ o on,
= e o N
~ : Z A _CN
N Br Toluéne N Br THF N N
5 h reflux 4 h reflux | @)
%% N” >Br
12 13
1 : 1
14 15

Schéma 15 Synthese de la 4-bromo-8-phénylnaphthyridinone a partir de la 2,3-dibromo-3-pyridinecarboxaldéhyde

Dans le but de mieux discriminer ces deux positions réactives lors de la substitution, nous
avons débuté notre synthése avec la 2-chloro-4-iodo-3-pyridinecarboxaldéhyde 16 en
espérant une substitution privilégiée de 'atome de chlore, meilleur groupe partant que

I'iode pour cette étape d’SxAr (Schéma 16).

78



IO & & I 0] I o]
Ethylene glycol 2 éq. PhCH,CN 2 éq. />
I "ATPS, H,0 0,4 éq. D CHoCN 2 &q

| X | A le) NaH 3 éq. | X (o} CNO/>
. +
= Toluene = THF > CN
N Cl 3 h reflux N cl 3 h reflux N X (0]
95% 36% |
N= “Cl
16 17

70 : 30
18 19

Schéma 16 Synthese de la 4-iodo-8-phénylnaphthyridinone a partir de la 2-chloro-4-iodo-3-pyridinecarboxaldéhyde

A partir de 17, nous avons obtenu un mélange de produits 18 et 19 en proportion 70/30, en
faveur de I'isomeére désiré. Le produit 18 résultant de la substitution en position 2, a été
séparé et purifié du mélange. Nous avons engagé l'intermédiaire 18 dans la réaction de

cyclisation dans les mémes conditions que précédemment (Schéma 17).

| (0]
| X (0] HC|12M;; Z N7 TNH
— CN > ™
THF
N 48h t.a. N 0
HCI
20
18
OH
NP NH
SN0
HCI
21

Schéma 17 Etape de cyclisation du composé 18

Lors de cette cyclisation en milieu acide, de maniére surprenante, nous n’avons pas obtenu
le produit bicyclique iodé 20 mais le produit comportant un groupement hydroxyle en
position 4 du noyau pyridine. Nous supposons que dans les conditions acides employées,
le noyau pyridine est protoné et activé pour I'attaque d’'une molécule d’eau sur le carbone
portant I'atome d’iode. La molécule observée serait plutdt la forme céto, c'est-a-dire la
forme 4,7-naphthyridinedione plus stable que la forme 4-hydroxynaphthyridinone comme

représentée dans 1'équilibre ci-dessous (Schéma 18).
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OH

Z 7 "NH ~ "NH

Iz

4-hyrdoxynaphthyridone 4,7-naphthyridinedione

Schéma 18 Equilibre pyridol/pyridone

Nous avons donc réalisé des essais de couplage sur le précurseur 18 de la naphthyridinone.
Pour se faire, un couplage Stille a été initié afin d'introduire des groupements aromatiques

en position 4 du noyau pyridine (Figure 55).

| (0]
PhSnBus 1,5 éq.
| X (0] PdCl,(PPhs), 4% mol
N/ CN Toluéne

5 h reflux

18

Figure 55 Essais du couplage palladié de Stille sur l'intermédiaire naphthyridinone ouvert

Malheureusement, dans ces conditions, aucun produit de couplage n’a été observé. Nous
notons ici que la présence de la fonction nitrile pourrait complexer le palladium et ainsi
empécher I'addition oxydante.

Au terme de cet essais nous avons décidé de réaliser un couplage de Suzuki sur
I'intermédiaire acétal 17 mais aussi directement sur la 2-chloro-4-iodo-3-pyridine
carboxaldéhyde de départ 16 (Schéma 19). L'intérét de procéder au couplage en amont de
la SxAr est de ne plus avoir de compétition entre I'iode et le chlore lors de cette étape, I'iode

étant plus réactif qu'un atome de chlore lors d'un couplage palladié.

OMe OMe
e OMePh-B(OH), 1,2 é. I O OMePh-B(OH), 1,2 éq.
| K>CO3 2 éq. K>CO3 2 éq.
| X Pd(PPhg)4 5% mol (|) | X0 Pd(PPhg)4 5% mol 0/>
20 h reflux > 48 h reflux P~
88% N 74% N™ ~Cl
16 23a 17 24a

Schéma 19 Essais de couplage de Suzuki
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Dans les deux cas de figure, les produits de couplage attendus ont pu étre obtenus, en
20 heures a partir de la forme non protégée (aldéhyde) et avec un rendement de 88 % et
sur une durée de 48 heures a partir de la forme acétale avec un rendement de 74 %.

Cette différence de réactivité et le temps de réaction moins long pour 'essai avec la 4-iodo-
2-chloropyridine carboxaldéhyde peut s’expliquer par l'effet électronique attracteur de
I'aldéhyde qui favorise I'insertion du palladium.

De cette fagon, la diversification de notre systéme pour la modification du groupement R?

par couplage de Suzuki intervient deés la 1% étape de la syntheése.

Dans le but d’apporter d'une part de la conjugaison mais d’autre part des effets
électroniques différents sur notre bicycle naphthyridinone, nous avons choisis d’introduire
les motifs phényle, 4-méthoxyphényle, 4-trifluorophényle et 4-cyanophényle comme

groupements R2

Les différents motifs aromatiques substitués ont été introduits par couplage de Suzuki, en
présence des acides boroniques correspondants, de 2 équivalents de carbonate de
potassium, de 5 % molaire de Pd(PPh3)s dans un mélange eau / tétrahydrofurane au reflux

(Schéma 20). Les produits de couplage ont pu étre isolés avec des rendements allant de 17

a 88%.

I O R O
I Pd(PPhs), 5% mol I
S HO.__OH K,COj; 2 éq. X
I + B |
~ ~
N~ Cl R THF/H,O N~ cCl
20-48 h reflux

16 23
R= 4-OMePh R=4-OMePh 23a 88%
R= Ph R= Ph 23b 51%
R= 4-CF3Ph R=4-CFsPh  23¢ 37%
R= 4-CNPh R=4-CNPh  23d 17%

Schéma 20 Couplage de Suzuki sur la 4-iodopyridine

La fonction aldéhyde a ensuite été protégée sous forme d'un acétal cyclique en utilisant les
conditions mises au point précédemment (Schéma 21). Les différentes pyridines 24 ont

ainsi pu étre obtenues avec des rendements modestes compris entre 51 et 60%.
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| Ethyléne glycol 2 éq.

| X APTS, H,0 0,4 éq.
z Toluéne
N cl 4 h reflux
23

R= 4-OMePh 23a
R=Ph 23b
R=4-CFsPh  23c
R= 4-CNPh 23d

Schéma 21 Protection des pyridines sous forme d'acétal

L

X (0]
»
N~ ~ClI
24
R=4-OMePh 24a
R=Ph 24b
R=4-CFsPh  24c
R=4-CNPh  24d

59%
60%
51%
55%

La suite de la séquence réactionnelle a été menée selon les conditions précédemment

décrites en présence de phénylacétonitrile et de NaH pour la réaction de SyAr (Schéma

22). Apreés 48 heures de reflux, les différents produits de substitution ont pu étre isolés avec

des rendements allant de 27% pour le dérivé phényle 25b a 64 % pour le dérivé 4-

cyanophényle 25d.

i 03 PhCH,CN 2 éq.

| AN (o) NaH 3 éq.
N >al THF
48 h reflux
24

R=4-OMePh 24a
R=Ph 24b
R=4-CFsPh  24c
R= 4-CNPh 24d

Schéma 22 Réaction de SNAr sur les pyridines protégées

Les naphthyridinones fonctionnalisées attendues ont finalement pu étre obtenues avec de

bons rendements aprés 'étape de cyclisation en milieu acide (Schéma 23).

25

R= 4-OMePh
R=Ph

R= 4-CF3Ph
R= 4-CNPh

25a
25b
25¢
25d

62%
27%
41%
64%
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| Xy o HClag 12 M 77 "NH
Z__CN X
N THF N 0
20hta.
quantitatif HCI
25 26
R=4-OMePh 25a R=4-OMePh 26a
R= Ph 25b R= Ph 26b
R=4-CFsPh  25¢ R=4-CFsPh  26c
R=4-CNPh  25d R=4-CNPh  26d

Schéma 23 Obtention des naphthyridinones substituées en position 4

3. Bilan de la diversification du cycle naphthyridinone

A Tlissu de ce deuxiéme travail de synthése sur la plateforme naphthyridinone, nous
parvenons a obtenir une librairie de 11 composés diversement substitués (Figure 56). Des

groupements de type donneur et accepteur ont ainsi pu étre insérés sur les positions 4 et 8

du bicycle naphthyridinone.

N NH Z Y "NH Z > "NH
N N
\N N o \N X 0O N (0]
4a HCl ac (S Hel ad Hal
Br
o]
ZF ONH N ONH Z 7 NH | 7 "NH
\N NN O ~ _ O \N N O H NN O
4e HCl af HCl 4g HCI 21 HCI
OMe ||
OMe CF3 CN
Z " "NH Z N NH Z N2 NH Z N7 NH
N NS
SN S0 SN S0 SNTY o N ©

26a O HCI 26b O HCI 26¢ ‘ HCI 26d O HCI

Figure 56 Ensemble des dérivés naphthyridinones obtenus
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Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons présenté le potentiel qu'offre le bicycle
1,6-naphthyridin-7(6 /)-one en détaillant nos travaux concernant sa synthése et sa
fonctionnalisation. Malgré plusieurs difficultés synthétiques, nous avons réussi a établir
une stratégie de synthese courte et efficace de naphthyridinones originales grace a des
réactions simples a mettre en ceuvre. Un panel de molécules a ainsi été obtenu avec une
bonne diversité structurale, ce qui nous permet d’envisager une étude complete de la
relation structure-propriétés photophysiques et de leur utilisation future en tant que

nucléobases pour I'élaboration de nucléosides fluorescents.
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Chapitre 3 : Evaluation photophysique
et biologique des naphthyridinones
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Chapitre 3 — Evaluation photophysique et biologique des
naphthyridinones

Comme nous l'avons présenté dans le chapitre d’introduction, la fluorescence des bases
nucléiques artificielles provient de la nucléobase, qui est ici un hétérocycle fluorescent.
Au cours du chapitre 2, nous avons détaillé notre travail de synthese visant a diversifier la
plateforme naphthyridinone afin de moduler ses propriétés de fluorescence.

Notre prochain objectif est d’évaluer leurs propriétés de fluorescence mais également leur

profil biologique en contrdlant leur cytotoxicité, en vue de leur application future.

I.  Propriétés photophysiques du bicycle

naphthyridinone

A. Etude du cycle naphthyridinone

Apres la synthése de cet ensemble de molécules (Figure 57) nous nous sommes intéressés
a leurs propriétés photophysiques. Nous avons commencé cette étude par enregistrer les

spectres d’absorption et d’émission de fluorescence des naphthyridinones synthétisées.
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26a ‘ HCI 26b O HCI 26¢ ‘ HCI 26d O HCI

Figure 57 Ensemble des molécules étudiées pour leur propriétés spectroscopiques

Pour cela, une solution stock de chaque composé a été réalisée dans le DMSO, puis toutes
les mesures d’absorbance ont été réalisées avec des solutions a une concentration de

1.10* M dans du tampon phosphate (pH 7,4, Phosphate Buffered Saline, PBS) 1X (Figure
58).
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Figure 58 Spectres d'absorption des naphthyridinones pour une concentration de 10* M dans le PBS 1X

Nous pouvons constater que tous les composés absorbent dans le visible et que I'allure des
courbes est globalement similaire, de par la valeur de la longueur d’'onde du maximum
d’absorption a environ 415 nm mais aussi de par leur absorbance. La seule exception
correspond au spectre d’absorption du composé comportant un motif pyridine (4b). En
effet, 'absorbance de cette molécule dans I'UV visible (avec un coefficient d’absorption
molaire de 8127 L.mol".cm™) est bien plus importante que les autres molécules et de plus
posseéde deux bandes d’absorption, a 325 nm et 420 nm. Nous pensons que I'absorption a
325 nm, déplacée vers le bleu, pourrait provenir d'une conformation supplémentaire de la
molécule ou I'atome d’azote de la pyridine forme une liaison hydrogéne avec le groupe
hydroxyle du cycle pyridol (Figure 59). En effet, comme nous avons pu le voir dans
I'introduction du chapitre 2, les naphthyridinones sont en équilibre tautomérique avec leur

forme naphthyridinol.

4
7 N\

7\
z

Figure 59 Liaison intramoléculaire entre I'atome d'azote et le proton de 'hydroxyle
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Concernant I'’émission de fluorescence, les solutions ont toutes été réalisées dans du PBS
1X a une concentration de 1.10° M (Figure 60). Les spectres d’émission sont obtenus par
excitation de 'échantillon au maximum d’absorption de chacune des molécules, c’est-a-

dire autour de 415 nm (Tableau 3).

450

450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650
Longueur d'onde (nm)

Figure 60 Spectre d'émission de fluorescence des naphthyridinones pour une concentration de 10° M dans le PBS 1X

Lors de I'analyse des spectres, nous pouvons noter cette fois un peu plus de variations dans
les mesures obtenues. Les composés comportant un groupement phényle (4a),
4-bromophényle (4d), 4-méthylphényle (4f) et 4-éthynylphényle (4g) ont le méme
maximum d’émission a 540 nm mais avec une intensité variable. Il semblerait alors que la
nature des substituants en position para du phényle n'impactent pas la longueur d’onde
d’émission.

En revanche, un effet hypsochrome est observé pour le composé substitué par un
groupement pyridine (4b) (A= 40 nm) (pour l'excitation de la bande a 420 nm) et le motif
4-méthoxyphényle (4e) (A= 27 nm). Concernant le motif thiophéne une faible
fluorescence est observée. Enfin, pour les molécules substituées en position 4 et 8 de na
naphthyridinone (26a-d), nous constatons que 'augmentation de la conjugaison ainsi que
I'apport d’effets électroniques différents n'impactent pas la longueur d’'onde d’émission.
Enfin, des déplacements de Stokes assez important sont obtenus pour la plupart des

composés allant jusqu’a 164 nm (Tableau 1).
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L’ensemble des mesures spectroscopiques des molécules étudiées est rassemblé dans le

tableau ci-dessous (Tableau 3).

Déplacement €
Composé Aabs (nm) Aem (nm)
de Stokes (nm)  (L.mol%.cm™)
4a 414 537 123 4441
4b 323 et 420 208 (abs 88 11183 et 8127
420 nm)
4c 427 493 66 3650
4d 414 538 124 4493
4e 417 513 96 4493
af 415 539 45 5070
4g 416 540 124 4131
26a 413 548 132 1270
26b 374 538 164 658
26c 373 410 37 1817
26d 403 555 152 909
21 364 460 96 6071

Tableau 3 Récapitulatif des propriétés spectroscopiques des naphthyridones étudiées pour une concentration de 1.10* M
pour I'absorption et 1.10°° M pour I’émission dans le PBS
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B. Etude de la phényle naphthyridinone

L’étude photophysique s’est poursuivie par une analyse plus approfondie du composé

phényle naphthyridinone 4a qui sera notre composé modele (Figure 61).

N ONH
SN N0
4a

Figure 61 Molécule modele de I'étude

Nous avons analysé la fluorescence et 'absorbance de ce dérivé dans diverses conditions

en faisant varier les solvants, le pH, et les solutions tampons.

1. Etude du solvatochromisme

Les spectres d’absorption de 4a dans différents solvants sont présentés sur ce graphique

(Figure 62). Ils sont enregistrés pour des solutions & 1.10* M avec 1% de DMSO.
0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
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0,2
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Figure 62 Spectres d'absorption de 4a en fonction du solvant pour une concentration de 104 M

Nous constatons que les spectres d’absorbance different selon la nature du solvant

(protique ou aprotique). Ainsi dans les solvants aprotiques polaires de type DMSO, ACN
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ou apolaire de type DCM, nous observons un maximum d’absorption & 355 nm alors que
dans l'eau et le PBS, nous observons un effet bathochrome avec un déplacement du
maximum d’absorption situé dans le visible a 415 nm. Ceci est une bonne chose dans notre
y ., . 1. . . . . , ’

cas d’étude puisque le milieu biologique est principalement composé d’eau.

Nous avons ensuite étudié la fluorescence de la molécule dans ces mémes solvants (Figure
63).

Les émissions de fluorescence reportées ci-dessous correspondent a une excitation au

maximum d’absorption pour chacun des cas.
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Figure 63 Spectres d’émission de fluorescence de 4a en fonction du solvant pour une concentration de 10° M

Sur ces spectres, deux tendances d’émission de fluorescence sont observées selon le solvant
utilisé. Dans les solvants aprotiques, DCM et ACN, un maximum d’émission proche de
420 nm est obtenu. Dans les solvants protiques comme le PBS et l'eau, un effet
bathochrome du maximum d’émission est observé avec une longueur d’onde avec un
maximum a 540 nm. Nous observons également que l'intensité de fluorescence dans les
solvants de type DCM et ACN est bien plus importante que dans les solvants protiques,
PBS et eau. En revanche, pour le DMSO nous constatons une émission duale avec une
premiére bande émissive a 449 nm et une deuxiéme a 547 nm. Cette double émission est

également présente dans I’éthanol et le méthanol (Figure 64).
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Figure 64 Spectres d'émission de 4a dans les solvants polaires DMSO, EtOH et MeOH

D’apres la littérature ce solvatochromisme est déja connu pour le cycle isoquinolinone.'*3

En effet, ce phénomeéne est lié a 'équilibre tautomere possible du cycle pyridone présente
sur la molécule (Figure 65). Il est ainsi possible d’observer plutét la forme lactame
(1% bande d’absorption) ou lactime (2¢™ bande d'absorption) en fonction du solvant. II
s'avere que dans les solvants organiques de types alcools, solvant protique polaire, un
mélange des deux formes existe donnant ainsi cette double émission.'*® Dans notre cas de

figure, nous constatons que le DMSO suit la méme tendance que les solvants alcooliques.

ZNZNH =~ Y N
AN _ \N\

Figure 65 Equilibre lactame/lactime
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2. Etude de I'influence du pH

La présence d'une partie pyridinique sur la naphthyridinone 4a présuppose une sensibilité
aux milieux acides et nous avons cherché a mesurer l'influence du pH sur les propriétés
photophysiques de la molécule.

Dans un premier temps nous avons étudié I'intensité d’émission de fluorescence de 4a pour
une excitation a son Aabsmax = 415 nm sur une gamme de pH comprise entre 2 et 12.

Cette courbe a été obtenue en enregistrant I'ensemble des spectres d’émission de
fluorescence a différents pH a l'aide de solutions tamponnées aux pH correspondants. Puis,
nous avons relevé le maximum d’intensité de fluorescence a chacun des pH. Pour cela, un
tampon Britton-Robinson fraichement préparé a été utilisé. Il s’agit d'un tampon universel
composé d’acide phosphorique, d’acide acétique et d’acide borique permettant une

utilisation sur une gamme trés large de pH allant de pH 2 a 12 (Figure 66).
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Figure 66 Spectre de l'intensité maximum de fluorescence de 4a en fonction du pH

Nous pouvons constater que le maximum d’intensité de fluorescence est compris entre
pH= 5 et pH= 7. Nous pouvons aussi remarquer une extinction de I'’émission de

fluorescence en dessous de pH= 3. Nous supposons qu’en dessous de ce pH nous sommes

95



en présence de la forme pyridinium soit la forme totalement protonée de la
naphthyridinone. Cette forme protonée ne serait alors plus émissive. Au contraire, autour
d'un pH= 7 la naphthyridinone est neutre et atteint son intensité maximum d’émission de

fluorescence.

Dans un deuxiéme temps nous avons étudié 'ajout d'une solution acide a notre solution
initiale de composé et enregistré le spectre d’absorption (Figure 67). Pour se faire une
solution de 4a a 100 uM dans I'eau a été réalisée puis 1 pL d'une solution aqueuse d’'HCl a

100 mM a été ajoutée séquentiellement jusqu’a un volume de 20 pL. d'HCI.

4a

+ 1uL HCl
+ 2uL HCl
+ 3uL HCl
+4uL HCI
+ 5uL HCl
+ 6uL HCl
+ 7uL HCl
+ 8uL HCl
+9uL HCl
+ 10uL HCI
+ 15uL HClI
+ 20uL HCI

0,9

0,8

0,6

0,4

0,3
0,2

0,1

250 300 350 400 450 500 550
Longueur d'onde (nm)

Figure 67 Spectres d'absorption avec ajouts progressifs d'une solution d’'HCl a 4a

Nous observons, grace a ce test en conditions acides, la présence de 2 points isobestiques.
Un premier point est observé a 438 nm et un deuxieme a 285 nm avec un effet
bathochrome. Effectivement, nous constatons un déplacement de la longueur d’onde
d’absorption maximum de 415 nm pour 4a a 463 nm pour 4a +20 pL. d’'HCI, soit une
concentration d'HCl de 1,96 mM. Ceci nous indique donc la présence de 2 espéces

différentes avec une espece en milieu neutre et une espéce différente en milieu acide.
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Nous avons ensuite réalisé la méme manipulation en conditions basiques cette fois-ci a

I'aide d’une solution de NaOH a 50 mM (Figure 68).

4a
+ 1pL NaOH
+ 5uL NaOH

+10pL NaOH
+20pL NaOH
+ 30pL NaOH
+40pL NaOH
+45pL NaOH

+ 50pL NaOH
+60pL NaOH
+ 70pL NaOH
+ 80pL NaOH
+90pL NaOH
+100uL NaOH

250 300 350 400 450 500 550
Longueur d'onde (nm)

Figure 68 Spectres d'absorption avec ajouts progressifs d'une solution de NaOH a 4a

Dans ce cas de figure, nous pouvons également observer 2 points isobestiques. Nous
constatons un effet hypsochrome avec un déplacement de la longueur d’'onde d’absorption
maximum de 415 nm pour 4a a 398 nm apres ajout de 100 pL. de NaOH. Néanmoins, en
conditions basiques, le déplacement de longueur d’onde s'effectue de maniére moins
progressive qu'en conditions acides. En effet, nous pouvons visualiser un déplacement du
Amax qu'apres ajout minimum de 30 pL de NaOH et ceci jusqu’a un ajout de 60 uL de
NaOH, apres lesquels il n'y a plus de déplacement de la longueur d’onde maximale. Ce

phénomene nous indique qu'une forme basique du composé serait présente.

A la suite de ces expériences et de 'observation d'un maximum d’absorption détecté dans
chacun des milieux étudiés (conditions acides, neutres, basiques), nous avons superposé,
N . . , . . . .
sur un méme graphique, les maxima d’absorption enregistrés dans les trois conditions
(Figure 69). Ceci nous permet de confirmer l'existence d’espéces différentes de notre

molécule selon le pH du milieu.
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Figure 69 Spectres d'absorption des 3 espéces de la phénylnaphthyridinone 4a

En comparant les spectres des différentes formes de la molécule, nous observons un
déplacement de la longueur d’onde d’absorption vers le bleu de A = 20 nm entre la forme
neutre et la forme basique et un déplacement vers le rouge de A = 44 nm entre la forme
neutre et la forme acide.

Sur la base de ces résultats, nous avons pu identifier les 3 especes détectées. En conditions
acides, I'atome d’azote du cycle naphthyridinone se retrouve protoné et donne la forme
pyridinium A alors qu'en conditions basiques nous observons la forme pyridolate C issue

de la déprotonation de la forme lactim de la naphtyridinone (Figure 70).

Z " "NH Z N7 NH e |N
®
oN Y o SN o NN
Cl H Na
A B C

Figure 70 Représentation des 3 especes identifiées (A: forme protonée, B: forme neutre, C: forme basique)
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C. Calculs des rendements quantiques

Comme exposé dans le premier chapitre introductif, le rendement quantique fait partie
des caractéristiques importantes a connaitre afin d’évaluer un fluorophore puisqu’il va

définir l'efficacité de celui-ci.

Pour cette étude et afin de dégager une tendance, nous avons considéré seulement trois
types de naphthyridinones, possédant trois substitutions différentes : les chlorhydrates des
naphthyridinones 4a (substituée en position 8), 21 (naphthyridinedione) et 26a
(substituée en position 4 et en 8) (Figure 71). Nous avons entrepris de mesurer les
rendements quantiques de chacune des molécules dans deux solvants, le PBS 1X afin
d’avoir une valeur dans I'eau tamponnée et 'acétonitrile pour une mesure dans un solvant

organique.

OMe
o) ‘
7Y NH 7O Z NP NH
N N
N o) N NS0 SN0
HCI HCl O HCI
4a 21 26a

Figure 71 Les naphthyridinones choisies pour les calculs de rendement quantique

Pour réaliser ces calculs, nous avons utilisé la méthode de Williams et al,'* qui consiste a
utiliser des références dont le rendement quantique a été établi dans un solvant donné et
pour une gamme de longueur d’'onde donnée. Il s’agit ensuite de calculer des valeurs
relatives par rapport a ces références connues.

Pour ce faire, une gamme de concentration d'une molécule de référence et du composé
étudié sont réalisées. Les spectres d’absorbance et de fluorescence sont enregistrés pour
I'ensemble des deux gammes de concentration. Chaque maximum d’absorption et
d’émission de fluorescence sont ensuite reportés sur un graphique afin d’obtenir une droite

linéaire correspondant a l'intensité de fluorescence du composé en fonction de son

99



absorbance. Le méme procédé est répété pour la référence. Ceci nous permet d’accéder au

coefficient directeur de la droite qui est ensuite intégrée dans la formule suivante :

Grad, = 1?2

bx = Orer (m) (T] 2

)

Avec :

¢x : rendement quantique de fluorescence du composé
¢rer: rendement quantique de fluorescence de la référence
Grad,: coefficient directeur du composé

Grad..s: coefficient directeur de la référence

Nx: indice de réfraction du solvant du composé

Neef: indice de réfraction du solvant de la référence

Dans notre cas d’étude, nous avons utilisé la quinine sulfate monohydrate comme
référence. Elle permet d’étudier des composés dont I'émission de fluorescence est comprise
entre 400 et 600 nm. Son rendement quantique est de 54% dans une solution d’acide

sulfurique a 0,1 M.

Apres avoir effectué les différentes mesures, nous pouvons récapituler 'ensemble des

valeurs obtenues dans le tableau ci-dessous (Tableau 4)
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CH;CN 349 418 3785 14%

7 =~ “NH
SN S0

HCI PBS 1X 414 537 4441 1.7%
4a
0 CH;CN 374 457 5207 34%
| Z>NH
N

HCl PBS 1X 364 460 6071 42%
21
OMe
O CH;CN 365 465 8195 25%
AN NH
SN0

o PBS 1X 422 545 7109 0.7%
26a

Tableau 4 Synthése de données spectroscopiques des molécules 4a, 21 et 26a

Les différentes informations que nous pouvons déduire de ce tableau sont d'une part que
la naphthyridinedione 21 posséde un bon rendement quantique dans l'acétonitrile mais
aussi et surtout dans I'eau. De maniére générale, il n'est pas facile d’obtenir de bon
rendement quantique dans I'eau qui plus est avec de petites molécules organiques. A titre
de comparaison, G. Pinheiro et al obtiennent un rendement quantique de 10% dans l'eau

146 Toutefois, nous

et de 49% dans le THF pour la 4-pyridyl-3-hydroxyisoquinolinone.
remarquons que le composé 21 est celui qui émet a une plus faible longueur d’onde.
Nous pouvons tout de méme souligner que la 4-méthoxyphényle naphthyridinone 26a
posséde un coefficient d’absorption molaire similaire dans le PBS et I'acétonitrile mais un
rendement quantique tres différent. Nous pouvons alors en conclure que la majeure partie
de sa désexcitation a I'état fondamental se fait sous processus non radiatif dans le PBS
comparé a l'acétonitrile.

L'objectif pour nous est de trouver le meilleur équilibre entre la longueur d’onde

d’émission, le rendement quantique et la solubilité de nos molécules. S'ajoute a cela la

contrainte de ne pas pouvoir faire des molécules trop étendues pour qu’elles puissent étre
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compatibles avec une incorporation dans une séquence nucléotidique. L'ensemble de ces
critéres font qu’il semble difficile d’obtenir de bons rendements quantiques a des longueurs
d’onde élevées pour les molécules que nous étudions.

Il aurait été préférable d’obtenir un déplacement de 'émission de fluorescence a des
longueurs d’onde de plus basses intensités. En effet, pour faciliter I'utilisation d'une sonde
fluorescente en milieu biologique, plus un composé aura une émission atteignant des
longueurs d’onde élevées plus il sera intéressant car d’autres organites tels que les noyaux
cellulaires, les membranes, les mitochondries sont usuellement révélés grace a des
fluorophores qui émettent & des longueurs d’'onde d’émission correspondant au bleu ou au
vert.

Malgré une bonne diversification de nos structures, nous n’avons pas réussi a obtenir un
réel déplacement vers le rouge. De tout évidence, la substitution en para du phényle en
position 8 de la naphthyridinone ne nous permettra pas de modifier suffisamment la
longueur d’onde d’émission afin d’aboutir a un déplacement vers le proche infra-rouge.
Apres avoir substitué la naphthyridinone en position 4 et en position 8, nous avons souhaité
étendre le systeme s« du bicycle afin de réussir a moduler les longueurs d’'onde d’émission
des composés. Ainsi, nous avons envisagé de remplacer le noyau pyridine par une quinoline
qui permet d’apporter plus de conjugaison. Nous avons pour cela débuté la syntheése de la
benzonaphthyridinone a partir du 2-chloro-3-quinolinecarboxaldéhyde commercial selon
la méme stratégie développée pour la synthése des naphthyridinones discuté au chapitre 2

(Schéma 24).
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Schéma 24 Synthese du motif quinoline en naphthyridone

La quinoline substituée par un groupement phenylacetonitrile 29 est obtenu avec des
rendements satisfaisants en deux étapes apres protection de la fonction aldéhyde.
Cependant, la déprotection de la fonction aldéhyde suivie de la cyclisation en milieu acide
ne permet pas d’obtenir le produit cyclisé. Au cours de cette réaction nous observons la
dégradation du réactif, visualisée par RMN du proton. Une tentative de cyclisation avec de
I’APTS monohydrate a par la suite été effectuée. Dans ce cas, aprés 24 heures de réaction,
nous observons principalement un produit comportant une fonction aldéhyde. L'utilisation
d’APTS permet de déprotéger la fonction aldéhyde mais ne permet pas de réaliser la

cyclisation et d’obtenir le bicycle naphthyridinone.

L’étude des propriétés photophysiques des naphthyridinones synthétisées au cours de ce
projet a permis de mettre en évidence leur capacité et leur potentiel applicatif en tant que
nucléobases fluorescentes. En effet, Ces composés possedent les critéres photophysiques
essentiels comme une absorption dans le visible et une émission de fluorescence a des
longueurs d’'onde correspondant au vert. Elles sont également sensibles a leur
environnement puisqu’elles présentent un solvatochromisme et un acidochromisme.
Cependant a ce stade de I'étude nous n’avons pas encore réussi a atteindre une émission

de fluorescence dans le domaine du proche infra-rouge pour ce type de composé.
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II. Etude biologique des naphthyridinones

Dans le but d’utiliser nos composés dans un milieu cellulaire, nous avons évalué leur
cytotoxicité par un test de viabilité cellulaire au MTT (bromure de [3-(4,5-diméthylthiazol-
2-y1)-2,5-diphényltétrazolium). Il s’agit d'une méthode colorimétrique basée sur l'activité
mitochondriale. Les cellules viables ont une activité mitochondriale constante et ainsi
I'augmentation ou la diminution du nombre de cellules viables est linéairement liée a
l'activité mitochondriale. Par extension, ce test permet de déterminer la mortalité cellulaire
induite par un composé. Son principe repose sur l'utilisation d'un sel de tétrazolium qui est
réduit en formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes.
La quantité de formazan produite sera donc proportionnelle a I'activité métabolique des
cellules. Ce composé insoluble dans le milieu cellulaire et de couleur violette sera ensuite
solubilisé dans du DMSO pour permettre son dosage spectrophotométrique a 570 nm. Ce
test permet ainsi d’évaluer la viabilité des cellules au sein d'un échantillon et d’accéder a
I'ICs0 des molécules.

Nous avons effectué ce test sur des cellules MDA-MB-231 qui sont des cellules cancéreuses
du sein triple négatif, disponibles au laboratoire.

Le test a été réalisé avec des plaques 96 puits en triplicata dans lesquels 4 concentrations,
0,1 uM, 1 pM, 10 uM et 100 uM, ont été évaluées pour chacun des composés.

En pratique, les solutions stock de composés étudiés sont réalisées dans du DMSO et sont
stérilisées. Du milieu cellulaire est préalablement ajouté dans chaque puit afin d'y déposer
les cellules. Aprés 24 heures, le surnageant est aspiré et remplacé par les solutions de
naphthyridinones aux différentes concentrations mentionnées précédemment. Puis, les
cellules sont incubées pendant 72 heures a 37° C. Il est nécessaire d’avoir des puits témoin
afin de comparer I'évolution cellulaire dans chaque puit test. Le témoin est réalisé dans les
mémes conditions que les autres puits mais aucun ajout de composé n’est effectué.
ATissu du temps d'incubation, la solution de MTT est ajoutée dans chacun des puits et les
cellules sont de nouveau incubées pendant 3 heures a 37° C. Enfin, le surnageant est retiré
et une solution de DMSO est ajoutée. Aprés 15 minutes d’agitation, I'absorption des
solutions dans chacun des puits est enregistrée par un lecteur de plaque.

Ala suite de ce test, nous obtenons la relation dose-effet en tracant une courbe représentant

le pourcentage de viabilité cellulaire en fonction de la concentration de composé qui a été
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déposée. En y ajoutant une fonction sigmoidale nous obtenons la concentration minimum
pour laquelle une diminution de la prolifération cellulaire de 50% est observée (ICs).

Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau suivant (Tableau 5). Nous constatons
que l'ensemble des naphthyridinones ont une ICsy > 100 pM sauf un seul dérivé
correspondant a la 4-(4-methoxyphenyl)-8-phenyl-1,6-naphthyridin-7(6 /) -one nommée
26a.
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4b (% >100uM 26a NN 12uM
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4c N o S100uM 26b
~"S  HCI
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o .
SN0
ad o >100uM 26¢ NN 100uM
SN o
Br
CN
. .
SN0
4e wo | >100puM 26d ZFNH >100uM
SN o
OMe
Z N7 NH o)
\N X o | ~ "NH
NS
af o >100uM 21 N o >100uM
HCI

Tableau 5 Calculs d'ICso des naphthyridinone

>100pM 4g Ho  >100pM
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Les valeurs d’'ICso obtenues nous permettent de considérer nos composés comme étant
non-cytotoxiques.
Ce résultat nous conforte dans l'idée que nos molécules peuvent étre de bons outils

moléculaires grace a leur compatibilité avec les milieux cellulaires vivants.
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Conclusion

Suite a 'analyse des propriétés spectroscopiques menée sur ces nucléobases artificielles,
nous pouvons conclure que malgré des rendements quantiques faibles dans l'eau, les
propriétés spectrales de nos molécules sont intéressantes et comportent de nombreux
avantages tels que des longueurs d’'onde d’absorption dans le visible et des longueurs d’onde
d’émission au-dela de 500 nm offrant des déplacements de Stokes appréciables. De plus,
ces molécules ont les atouts indéniables d’étre sensibles a la polarité ainsi qu'au pH du
milieu dans lequel elles se trouvent. La longueur d’onde d’émission maximale observée est
dans le PBS, un milieu protique polaire, et le maximum d’intensité de fluorescence se situe
autour de pH=7.

D’aprés l'étude de cytotoxicité, nous pouvons en déduire que ces molécules sont
compatibles pour une application en milieu biologique.

L’'ensemble de ces critéres font de ces naphthyridinones de bons candidats en tant que
nucléobases fluorescentes artificielles.

En revanche, suite a ce premier travail exploratoire, un etffort de développement est encore
a réaliser sur les 1,6-naphthyridin-7(6/)-ones afin d’améliorer leurs propriétés

spectroscopiques et notamment d’augmenter leur rendement quantique dans l'eau.
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Chapitre 4 : Synthese d’un nucléoside
fluorescent et vers son insertion dans
un oligonucléotide
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Chapitre 4 — Syntheése d'un nucléoside fluorescent et vers

son insertion dans un oligonucléotide

Nous avons vu au cours du chapitre introductif les différentes parties constituants un
nucléoside. Maintenant que la nucléobase, correspondant au bicycle 1,6-naphthyridin-
7(6 H)-one, a été obtenue, il nous a fallu trouver une stratégie de synthése nous permettant
d’accrocher cette nucléobase a un sucre de type désoxyribose (pour un modéle ADN) ou

de type ribose (pour un modele ARN). Pour cela, plusieurs stratégies ont été explorées.

I. Synthése du nucléoside naphthyridinone

A.  1%¢stratégie : la syntheése du nucléoside naphthyridinone via

un couplage de Heck

La premiere stratégie de liaison de la partie osidique avec la partie hétérocyclique a été
d’entreprendre des couplages palladiés et plus particulierement le couplage de Heck.
L’'idée de cette stratégie pour coupler le sucre a la naphthyridinone, nous vient des résultats
obtenus dans la partie précédente, qui concernaient la synthese de naphthyridinone
halogénés sur la position 4 de la pyridine.

Pour cela, nous avons envisagé un couplage de Heck entre le ribal et la plateforme

naphthyridinone afin d’obtenir le nucléoside correspondant (Schéma 25).

Schéma 25 Rétrosyntheése envisagée pour la formation du nucléoside par un couplage de Heck
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Il existe dans la littérature divers exemples de couplages de ribal avec des pyridines
halogénées. Par exemple, I. Novosjolova et al'®® ont procédé au couplage du ribal et de la
5-iodo-2-méthoxypyridine en présence de Pd(OAc), avec de la triphénylarsine et du

carbonate d’argent leur permettant d’obtenir rendement de 48% (Schéma 26).

OMe
OMe Pd(OAc), 30% mol | ~N
HO AsPh3 60% mol _
o) i >N Ag>CO31,4 éq. HO o
+ 1,6¢éaq. | - = -
/ = CHCI —
3
OTBS 16 h 60°C OoTBS

|
48%

Schéma 26 Exemple de couplage de Heck entre un ribal et une 5-iodopyridine

Ce type de couplage a également été réalisé par H. Liu et al avec des composés azotés
bicycliques.”” La méme combinaison de palladium et de phosphine est utilisée, a laquelle
s’ajoute un léger exces de tributylamine dans du DMF a chaud pendant 36 heures. Ces
conditions ont permis d’obtenir le produit de couplage avec un rendement de 65% (Schéma

27).

OMe
Pd(OAc), 20% mol X
OMe AsPhg 40% mol )N\
A ~
HO o SN N(Bu); 1,6 &q. HO o N7 “OMe
J * N/k OMe DMF —
OTBS 36 h 75°C oTBS

| 64%

Schéma 27 Exemple de couplage de Heck avec un ribal et un composé azoté bicyclique

La réaction de Heck, comme son nom l'indique, a été découverte et décrite en 1972 par
Richard Heck."® 1l s’agit d'une réaction de couplage entre un halogéno-aryle et un alcéne
pour former un alcéne substitué. La réaction s'effectue a l'aide d'un complexe de
palladium (0) associé a des ligands phosphorés et en présence d’'une base. Le complexe
peut étre préparé in situ par réaction entres des sels de palladium II, tels que du Pd(OAc),
ou PdCl; en présence de ligands de type phosphines. Cette découverte lui a valu le prix
Nobel de chimie en 2010, associé avec les chimistes A. Suzuki et E. I. Negishi ayant eux-

mémes développé d’autres couplages croisés catalysés par les complexes du palladium. Le
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mécanisme de la réaction se déroule en 4 étapes (Figure 72). La premiére correspond a
I'addition oxydante du complexe de Pd° dans la liaison carbone-halogéne et est
cinétiquement déterminante. L'ordre de réactivité de I'addition oxydante est dépendant de
I'atome d’halogéne selon 'ordre suivant I >> Br > Cl > F. La deuxiéme étape correspond a
la formation de la liaison carbone — carbone par complexation de l'alcéne au complexe
organométallique suivie de la syn-carbopalladation (addition de I'aryle et du palladium).
Il s'agit d'une étape clé du mécanisme car c'est a cette étape que se joue la régio et
stéréosélectivité de la réaction. La troisieme étape est la syn-B-élimination d’hydrure de
palladium (dehydropalladation) conduisant a la formation de I'alcéne. Enfin, la derniére

étape assure la régénération du catalyseur par élimination réductrice.

of
Elimination

.
réductrice BH X L
B Pd© Addition oxydante

\ L

UL .
R P

~ d—X
- \( S
; I
) ="
Pd=X
L

B-élimination H: N @
/ (_/:
‘L
L \_/4 Syn-addition
L

Figure 72 Cycle catalytique du couplage de Heck

Pour notre part, afin de réaliser cette stratégie, les deux précurseurs, le ribal et 'hétérocycle

halogéné ont été synthétisés.
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1. Synthése du ribal

Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour synthétiser ce ribose insaturé comportant
une double liaison entre la position 1 et 2. La premiere méthode choisie, issue des travaux

de Cameron et al,'

utilise la thymidine 31 commerciale comme réactif. Les groupements
hydroxyles de la thymidine sont tout d’abord protégés sous forme d’éthers silylés par
traitement par du chlorure de tertio-butyle diméthyle silane (TBDMS-Cl) en présence
d’'imidazole dans le dichlorométhane conduisant a la thymidine protégée 32 avec un
rendement de 76%. Cet intermédiaire 32 est ensuite traité par du sulfate d'ammonium dans
de 'hexaméthyldisilazane (HMDS). Cette étape permet d’aromatiser le cycle pyrimidique
et d’en faire un bon groupement partant (sous sa forme pyrimidinium). Son départ est
ensuite assisté par les doublets de l'oxygéne formant un ion oxonium qui subit ensuite la

déprotonation d'un des hydrogénes portés par le carbone C, donnant ainsi le ribal 33

(Schéma 28).

o) 0]

\fk NH \fk NH
N,&o TBDMS-CI 2 éq. N/&O Sulfate d’'ammonium 0,4 éq
Imidazole 4 éq. HMDS exces

HO TBSO 7880

0 DCM 0o 3 h reflux O~

18 hta.
OH 76% OTBS oTBS
31 32 33

Schéma 28 Premier essai de la synthése du ribal

Malgré plusieurs tentatives utilisant les conditions décrites de la littérature, nous ne
sommes pas parvenus a obtenir le ribal 33 souhaité avec une bonne pureté. Durant chaque
essai, nous observons la formation d'un sous-produit non identifié qui selon les cas, peut

étre le composé majoritaire du mélange.

La réaction a ensuite été réalisée en s’affranchissant de 'étape de protection des hydroxyles
par des groupements silylés en traitant directement la thymidine par du sulfate
d’ammonium dans le HMDS. En effet, nous pouvons remarquer dans la littérature que les
groupements protecteurs du sucre peuvent influencer la réaction. De plus, cette stratégie

permet d’obtenir le ribal directement protégé par des groupements TMS (Schéma 29).
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| NH
N/gO

HO Sulfate d’ammonium 0,4 &q. TMSO
0 HMDS excés o >
OH 3 h reflux OTMS
31 34

Schéma 29 Changement d'approche pour la synthése du ribal

Cependant, la méme impureté quobservée précédemment est présente a lissue de la
réaction. Le composé désiré semble tres instable sur silice ce qui ne nous permet pas de le

purifier par chromatographie sur gel de silice pour une analyse ultérieure plus poussée.

Une 3°™ approche a alors été utilisée afin de contourner la formation de ce sous-produit et
d’aider le départ du cycle pyrimidique en utilisant du trifluorométhylsulfonate de
triméthylsilyle (TMS-OTf) comme agent de silylation et la 2,6-lutidine comme base
(Schéma 30).

O o}
\(k NH \fk NH
NAO TBDMS-CI 2 éq. NAO 2,6-Lutidine 6,2 éq.
Imidazole 4 éq. TMS-OTf 3,1 éq. TBSO
HO o) TBSO o —_— o
DCM DCM >
18 hta. 0°C —>t.a.
OH 76% OoTBS 3h OTBS
31 32 33

Schéma 30 Deuxiéme essai de la synthese du ribal

Malheureusement, ces conditions expérimentales ne nous ont pas permis d’obtenir le
composé attendu.

Finalement, c’est en suivant le protocole établi par Marco Minuth et Clemens Richert'®
que nous sommes parvenus a obtenir la formation du ribal de maniere efficace en 3 étapes
(Schéma 31). La premiére étape de cette synthése consiste en l'introduction d'une fonction
méthoxy sur le carbone anomérique par traitement du désoxyribose 35 avec de l'acide
chlorhydrique anhydre (généré in situ par addition de chlorure d’acétyle) dans le
méthanol. L’acétal 36 est ensuite directement engagé dans l'étape de protection des

fonctions hydroxyles sous forme d’éthers silylés. Le produit diprotégé 37 est obtenu avec
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un rendement de 55% sur ces deux étapes. Enfin, c’est en présence d'un exces de 2,6-
lutidine et de TMS-OTY, que la double liaison C;-C; est obtenue, nous donnant ainsi le

ribal 33 avec un rendement de 43% sans présence de sous-produits inconnus.

HO OH CH3COCI 0,4 &q. HO TBDMS-CI 2,5 éq. TBSO
:O: MeOH excés @OMe Imidazole 2,7 éq. @OM(&
3h0°C DCM
OH OH 20 hta. OTBS
55% (2 étapes)
35 36 37
2,6-lutidine 6,2 éq.
TMS-OTf 3,1 éq.
DCM
3h0°C
43%
TBSO
(0]
Y
OTBS
33

Schéma 31 Troisieme essai de la synthese du ribal

Une fois le ribal protégé obtenu, nous nous sommes consacrés a la synthese de 'hétérocycle

partenaire en vue du couplage de Heck.

2. Couplage de Heck

Au vu des résultats obtenus précédemment (Chapitre 2-I-B-2.), nous savons qu’il ne sera
pas possible de réaliser un couplage de Heck directement entre le ribal et la plateforme
naphthyridinone halogénée. De la méme facon, nous avions déja rencontré des probléemes
de réactivité lors de I'exemplification du bicycle en réalisant un couplage de Sonogashira
sur le bicycle naphthyridinone substitué par le 4-bromophényle en position 8. Il nous a
semblé plus judicieux de travailler a partir des précurseurs de la naphthyridinone, c’est-a-
dire avant I'étape de cyclisation, pour réaliser les couplages de Heck désirés.

Par conséquent, nous avons décidé d’utiliser la 2,4-dibromo-3-pyridinecarboxaldehyde et
le ribal comme partenaires de la réaction de couplage de Heck, puis de réaliser

ultérieurement les étapes de SxAr et de cyclisation pour obtenir le nucléoside souhaité.
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Le premier essais de couplage de Heck a été réalisé selon des conditions décrites par
Novosjolova et al'*® (Pd(OAc),/AsPhs;) en remplagant la tributylamine par de la
triéthylamine en tant que base. Le deuxiéme est réalisé avec du dichlorure de

bis(triphénylphosphine)palladium. (Schéma 32).

N\ Br
Pd(OAc), 10% mol |
Br 03 TBSO. A(sPha)EO% mol TBSOL O
| X (0] n > NEt;3 1,1 éq. . OJ
N7 > Br OTBS DMF OTBS
20 h reflux
13 33 38
N Br
| N
Br 03 TMSO PdCly(PPhg), 15% mol ~ TMSO = 0O,
e} NEt,; 3 éq. o]
N ,  __Newde o L)
= DMF
N~ "B ™ ™
' OTMS 15 h reflux OTMS
13 34 39

Schéma 32 Essais de couplage de Heck sur le motif 2,4-dibromo-3-pyridinecarboxaldehyde

Ces deux essais ne nous ont pas permis d’obtenir les produits de couplages désirés. Ce
manque de réactivité pourrait étre attribué a l'utilisation de dérivés bromés comme
partenaires de cette réaction. En effet, il est connu que les motifs iodo-pyridine sont
privilégiées dans ce type de couplage. Dans une revue concernant la synthése de composés
aryles C-nucléosides par des couplages de Heck, Wellington et Benner ont décrit que cette
réaction est favorisée a partir de substrats iodés par rapport aux autres halogénes.'®® Suite
a une comparaison de nombreuses réactions de Heck entre un glycal et un motif aglycone,
ils concluent que l'utilisation de Pd(OAc),/AsPh; est la meilleure combinaison et que
I'utilisation d'un ligand bidenté tel que le 1,3-bis(diphénylphosphino)propane (dppp)
permettrait d’accélérer la réaction et d’augmenter le rendement du produit de couplage.
Sur la base de ces observations, nous nous sommes donc dirigés vers 'utilisation d'une
iodopyridine comme substrat modele.

Nous avons alors essayé ces conditions de couplage avec le motif iodo-chloro-pyridine 17
et le ribal 33. La source de palladium utilisée est de 'acétate de palladium dans les deux
cas, puis I'ajout de dppp a également été testé. Ces tentatives sont malheureusement restées

infructueuses. Nous avons alors entrepris des essais, dans les mémes conditions, sur la
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4-iodopyridine 40 afin de mesurer la faisabilité de cette réaction sur un substrat modele.

Seulement, les réactifs sont récupérés en fin de réaction (Schéma 9).

Pd(OAc), 20% mol
AsPh3 40% mol

NEt; 1,5 éq.
TBSO DMF TBSO Ar
o 48 h 55°C o
Pd(OAc), 20% mol
OTBS dppp 20% mol OTBS
DIPEA 3 é&q.
33 DMF 41 Ar=17
481 65°C g
42 Ar=40
| OS |
Ar= | S 0 ou | \/
N el N
17 40

Schéma 33 Tentatives de couplage de Heck sur la 2-chloro-4-iodopyridine et la 4-iodopyridine

Un autre point important décrit dans la littérature concerne la position de I'atome d'iode
sur le cycle aromatique. En effet, il semblerait que les positions 3 et 5 (positions
équivalentes) de la pyridine soient privilégiées pour ce type de couplage. Cette position est
normalement moins réactive comparée a la position 4 mais s'apparente comme plus

adéquate dans ces systemes.

Cependant, dans notre cas, nous ne pouvons pas réaliser de couplage en position 3
puisqu’elle est déja occupée par la fonction aldéhyde qui nous sert par la suite a la

formation du bicycle naphthyridinone.

Pour conclure, l'utilisation d'un couplage de Heck pour réaliser le nucléoside
naphthyridinone ne semble pas étre la stratégie de choix. Nos différents essais sont restés
infructueux et ce défaut de réactivité pourrait étre dii a la position de 'atome d’iode sur le
cycle pyridinique. Cependant dans notre cas, il n’est pas possible de changer la position

I'atome d’iode. Nous avons alors porté notre attention vers une autre stratégie de couplage.
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B.  2°mestratégie : Synthese du nucléoside naphthyridinone par

chimie de click

Comme systeme de liaison entre notre bicycle hétéroaromatique éthynylphényle 4g et le
ribose, nous avons songé a introduire un motif 1,2,3-triazole a 'aide de la chimie click
cupro-catalysée.

La chimie click, initiée par les travaux de K.B. Sharpless'® et M. Meldal'®, date de 2001.
Ce concept comporte un certain nombre de criteres tels que, des rendements élevés, une
facilité de mise en ceuvre, l'usage de solvants non toxiques etc. La réaction qui nous
intéresse ici est plus précisément nommeée réaction de CuAAC pour « Copper-catalyzed
Alkyne Azide Cycloaddition », et est une des grandes réactions de chimie click. Les
réactions de cycloadditions 1,3-dipolaires de Huisgen'®* entre un alcyne et un azoture se
font par voie thermique générant souvent les deux régio-isomeres triazoliques. L'utilisation
d'un catalyseur de cuivre lors de la cycloaddition permet l'obtention d'un seul
régio-isomere dans des conditions beaucoup plus douces (bien souvent a température
ambiante) et dans un mélange de solvant H,O/alcool compatible avec quasi toutes les
molécules. (Figure 73).

N/,N\

HN‘RZ
R! RI-——H
H [CuP
[CuP?
H [Cul Ri—==H H
_N
N N-Re [Cur®
R R'—==—ICuP
[Cu]
R2
R2 o N2 N3—R2
N - s—R
[Cul NN NN
N Coroup N\ [Cul
>_\’ - /
R [CupP R-==—[Cu]?

Figure 73 Cycle catalytique de la réaction de CuAAC
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Pour réaliser cette stratégie de click, avec nos substrats, il est nécessaire de préparer un
partenaire comportant une fonction azoture et une molécule avec une fonction éthynyle

comme présenté ci-dessous (Schéma 34).

N NH N3
HO

H OH
o OH O

OH OH ||

Schéma 34 Rétrosynthése possible en vue d’une réaction de chimie de click envisagée

Nous avons vu précédemment la synthése de la naphthyridinone substituée en position 8
par le motif éthynylphényle (molécule 4g). Il nous restait alors a synthétiser un ribose
possédant une fonction azoture en position anomérique. Celui-ci a été synthétisé a partir
du 1,2,3,5-tetra- O-acetyl B-D-ribofuranose selon les conditions opératoires décrites dans la
littérature.'®

Ce sucre tétra-acétylé permet de s'affranchir de la séparation des anomeres alpha et beta.
Le composé ribose tétra-acétyle 43 est mis en présence d’azoture de triméthysilyle
(TMS-N3) et d’'une quantité catalytique de tétrachlorure d’étain dans du dichlorométhane
pendant 24 heures, nous donnant acces au composé désiré 44 avec un rendement de 87%

(Schéma 35).

OAc N3
20N 6 T™MSNg 14eq.  AON
SnCl, 0,3 éq.
OAc OAc DCM OAc OAc
20hta.
43 87% 44

Schéma 35 Synthese du sucre azoture

La réaction implique le passage par la formation d'un carbocation acyloxonium dont la
stéréochimie de la réaction sera controlée par I'assistance anchimérique de l'acétyle en

position 2 du ribose. Ainsi, le composé béta sera obtenu trés majoritairement. Cette étape
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nous fait alors travailler en version ribose et non désoxyribose, ce qui implique une
transposition de nos molécules sur un modele ARN.

Ayant en main les précurseurs, nous avons été amenés a moduler les différents parametres
réactionnels de la réaction de click. Nous avons notamment fait varier la quantité
(catalytique ou stoechiométrique) de cuivre, sa source (sulfate de cuivre ou iodure de
cuivre), la présence d'une base telle que la DIPEA. Nous avons également étudié l'influence
du solvant, & savoir soit un mélange eau/ert-butanol soit un milieu totalement organique
tel que I'acétonitrile, le méthanol ou le THF et cela a différentes températures.

L'ensemble des conditions testées est récapitulé dans le tableau suivant.

Sources de Réducteur

Base Solvants Températures Temps  Résultats
cuivre / ligand
CuS0.4.5H,0 NaAsc / t-BuOH/tampon o 2 h Pas de
5% mol 10% mol phosphate o réaction
NaAsc
CuS04.5H,0 = 30% mol/ R Pas de
10% mol TBTA / tBuOH/H.0 7 C 24h réaction
10% mol
CuS04.5H,0  NaAsc 150° C . Dégradation
10% mol 30% mol / DIt MW &0 du sucre
CuS0O4.5H,0 NaAsc o Pas de
10% mol 30% mol DIPEA ACN 60" C 24h réaction
Pas de
CuSO%.SHZO Na’Asc DIPEA ACN/H,O - 24 h reactlf)n +
2 éq. 4 éq. probleme
de solubilité
0,
Cul 10% / DIPEA ACN t.a. 24 h Pas de
mol réaction
Cu(iMes)Cl Pas de
/ DIPEA ACN t.a. 24 h
10% mol réaction
Cu(iMes)Cl Pas de
10% mol / / MeOH ta. 24h réaction
Pas de
Cul 2 éq. / DIPEA THF 60° C 241 ~ reaction
Probléme

de solubilité
Tableau 6 Essais de CuAAC
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Nous pouvons constater que quelles que soient les conditions réactionnelles utilisées, que
ce soit I'utilisation de cuivre II ou de cuivre I, tout en adaptant les conditions réactionnelles
en fonction du degré d’oxydation de ce dernier, l'utilisation de différents solvants, de base,
afin de neutraliser la forme chlorhydrate du composé hétérocyclique, les deux entités ne
réagissent pas.

Au cours de ces nombreux essais nous avons réalisé une réaction modele pour s’assurer

que l'azoture 44 n’était pas la source des problémes d’absence de réactivité (Schéma 36).

N
N, // Cul 10% rpol °N
AcO DIPEA 1 éq. AcO
(0] (0]
+ ACN
24 hta.
OAc OAc conversion totale OAc OAc
44 45 46

Schéma 36 Essai de click sur une réaction modele

En ce sens, nous avons engagé le phénylacétylene 45 avec 10 % molaire de Cul dans de
I'acétonitrile en présence de DIPEA. Cette réaction a duré 24 heures a température
ambiante et a montré une conversion totale en faveur du composé attendu 46.

Ainsi, le probléme de réactivité semblerait provenir du cycle naphthyridinone (ou de sa
forme chlorhydratée).

Afin de vérifier cette hypothese, le précurseur 3g de la naphthyridinone, soit la forme
ouverte de notre bicycle, et le sucre azoture 44 ont été alors engagés avec du sulfate de
cuivre et de I'ascorbate de sodium dans un mélange binaire #BuOH/H,O (Schéma 37).

— o)

=)
N

N | X O
3 CuS0,,5H,0 10% mol
AcO N> ON NaAsc 30% mol N
% + o\
+BUOH/H,0 (1:1) N
OAc OAc 5hta. AcO
40% ]

’ | OAc OAc

44 3g 47

Schéma 37 Etape de CuAAC sur la forme ouverte
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De cette facon, nous avons réussi a obtenir le produit de cycloaddition 47 avec la formation
du motif triazole permettant éventuellement de contourner r'absence de réactivité du cycle
naphthyridinone. Malgré tout, a ce stade de 'étude, nous ne savons pas si c’est la forme
chlorhydrate de la molécule ou la possible complexation de la pyridone du motif
hétérocyclique sur le cuivre qui inhibent la réactivité et empéchent I'obtention du composé
désiré.

Cette étape réussie, 'étape de cyclisation en milieu acide a été réalisée selon les conditions

décrites précédemment (Schéma 38).

( - (0]
‘e
N o
CN
N
N
N
AcO HCl 12 M HO
(0] _ (0]
THF
OAc OAc 20h OH OH
47 48

Schéma 38 Etape de cyclisation

Malheureusement, de fagon surprenante et sans vraiment réussir a apporter d’explication
a ces résultats, nous ne parvenons pas a obtenir le produit de maniere efficace. Aprés une
analyse approfondie du brut réactionnel nous pensons avoir récupéré une majeure partie
du composé de départ, une trés faible quantité de forme cyclisée (composé désiré), ainsi
qu'une partie comportant le motif sucre mono désacétylée.

A ce stade de 'étude et en prenant en compte toutes les complications rencontrées pour
gretfer notre naphthyridinone sur le sucre par chimie click en fin de synthése, nous avons

décidé de modifier notre stratégie.
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C.  3°me stratégie : Synthese du nucléoside naphthyridinone via

une réaction click en tant qu’étape intermédiaire

A lissu du précédent travail, nous avons alors repensé notre stratégie de chimie click afin
de lier la partie ribose et le bicycle naphthyridinone. Nous allons ainsi entreprendre I'étape
de CuAAC plus tot dans la synthese, puis nous construirons le bicycle naphthyridinone une
fois le triazole formé.

Pour cela, nous avons envisagé d’utiliser le sucre azoture dont nous maitrisons la synthése

et la plateforme 2-chloro-4-éthynyl-pyridine diméthylacétale comme partenaire de chimie

click (Schéma 39).

N _CI
| N
% oL -
I
H —————
AcO
(0]
N3
AcO ] OAc OAc
(o]
OAc OAc

Schéma 39 Nouvelle stratégie envisagée de couplage par CuAAC

Une fois le triazole obtenu, I'étape de SnAr suivie de la cyclisation en milieu acide devraient

nous permettre d’obtenir le nucléoside désiré (Schéma 40).

AcO Cyclisation AcO

o —_— O

OAc OAc OAc OAc OAc OAc HCI

Schéma 40 Syntheése envisagée pour la formation du nucléoside naphthyridinone
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Dans un premier temps, nous avons conc¢u et optimisé la synthése de du 2-chloro-4-
éthynyl-pyridine  diméthylacétale 51, a partir de la  2-chloro-4-iodo-3-
pyridniecarboxaldéhyde 16 en 3 étapes (Schéma 41). Cependant nous nous s'apercevons
qu’il nous faudra différencier les deux halogénes lors de la premiére étape de couplage.

Panda et al'*® ont notamment décrit un couplage de Sonogashira régiosélectif en position 4

entre la 2,6-dichloro-4-iodo-pyridynyléthanone et le phénylacétyléne (Schéma 42).

TMSA 1,1 éq.
Cul 1% mol CoCl. 1 N\ cl
PdCly(PPhs), 2% mol eCl3 1 éq.
| N__Cl NEt, 3 éq. O CH(OCHy); 2 éq. 0. KeCO3 1.5 éa. | o
AN THF MeOH MeOH o
| 5 min 150°C 12 h 60°C 2m|rlta l
Monowave 88% 84% A
45%
- 49 50 51

Schéma 41 Synthese de la partie hétérocyclique

phénylacétyléne 1,2 éq. cl N. _Cl
Cl N Cl PdCl,(PPhg), 20% mol A
ﬁ:@j NEt, 3 &q. o P
0) ¥
THF Me
Me | 6hta. Il
Ph

Schéma 42 Couplage de Sonogashira régiosélectif entrepris par Panda et al

Nous avons ainsi repris ces conditions afin de réaliser le couplage entre la 2-chloro-4-iodo-
3-pyridine carboxaldéhyde 16 et le triméthylsilylacétylene. Malheureusement, nous
obtenons tout de méme les produits mono et disubstitués, par deux fonctions éthynyles, en
fin de réaction. En revanche, grace a I'utilisation d’'un appareil « monowave » permettant
de chauffer de maniére trés rapide, ce couplage s’est avéré régiosélectif sur la position 4 du
cycle pyridine. Le produit de couplage attendu 49 a été isolé avec un rendement modeste
de 45%. La présence de produit de dégradation est certainement dit aux conditions
drastiques utilisées.

L’étape suivante correspond a la protection de la fonction aldéhyde sous forme d’acétal. Les
conditions réactionnelles d’acétalisation telles que APTS, éthyléne glycol a reflux, utilisées
dans les précédentes stratégies n’ont pas été employées en raison de la potentielle réactivité
de la fonction éthynyle dans ce cas de figure. Nous avons par conséquent utilisé des

167

conditions plus douces initialement développées par Luche'® utilisant de 'orthoformiate
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de triméthyle avec une quantité stoechiométrique de chlorure de cérium dans du méthanol
a chaud. Nous observons une conversion totale en produit 50 attendu apres 12 heures de
réaction.

Enfin, la derniere étape de cette synthese a consisté a déprotéger la fonction éthynyle a
I'aide d’'1,5 équivalents de carbonate de potassium dans du méthanol. Cette réaction doit
précisément étre effectuée en moins de 2 minutes a température ambiante afin d’obtenir
le produit 51 désiré avec 84% de rendement. Passé ce délai, nous observons la formation

du produit d’addition de deux molécules de méthanol sur la triple liaison.

Une fois le composé 51 obtenue, nous pouvions alors procéder a la réaction de CuAAC avec
le ribose azoture 44. Nous avons tout d’abord choisi d’utiliser une source de cuivre I, une
base, dans un solvant organique. Apres 18 heures a reflux, en présence de 2 équivalents de
Cul, un exces de DIPEA dans du dichlorométhane nous avons isoler le produit 52 attendu

avec un rendement de 75% (Schéma 43).

N Cl
| N
= (ONg -
[~
Cul 2 éq.
H DIPEA 5 éq.
51 DCM
18 h 40°C AcO o
Ns 75%
AcO
0 i OAc OAc
52
OAc OAc
44

Schéma 43 Etape de CuAAC entre les composés 44 et 51

Pour l'étape de SnAr puis de cyclisation en milieu acide, nous avons adopté la méme

stratégie que celle développée dans la partie précédente (Schéma 44).
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. PhCH,CN 2 éq.
AcO NaH 3 éq. AcO

0 _ O
THF 53
OAc OAc 2h75°C OAc OAc

HO

54

Schéma 44 Réaction de SxAr sur le composé 47

En présence de phenylacétonitrile et de NaH dans des conditions anhydres, aucun produit
de substitution n’est obtenu. Sans vraiment pouvoir apporter d’explication, nous observons
de maniere reproductible, la déprotection des groupes hydroxyles du composé 52.

Ainsi, pour éviter cette réaction parasite, nous nous sommes affranchis de groupements
protecteurs sur le ribose pour réaliser la SxAr.

Par ce faire, nous avons engagé le produit 52 dans une étape de déprotection des fonctions
alcools (Schéma 45). Celle-ci a été réalisé dans les conditions décrites par Zemplén,'®® en
présence d’'une quantité catalytique de méthanolate de sodium dans du méthanol pendant
cing minutes afin d’obtenir la version complétement déprotégée 54 de maniére

quantitative.

AcO MeONa HO

o MeOH 0
5 min t.a.
OAc OAc quantitatif OH OH
- 54

Schéma 45 Etape de déprotection des groupements acétyles
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Une fois déprotégée la molécule 54 a été engagée dans la réaction de SyAr en présence de
6 équivalents de NaH et 2 équivalents de phénylacétonitrile dans du THF pendant
24 heures. La présence de 3 groupes hydroxyles nous impose d’utiliser 6 équivalents de
NaH au lieu de 3 initialement. Dans ces conditions, nous n’avons pas réussi a obtenir le
produit attendu mais deux produits distincts : une partie sucre contenant une fonction
époxyde et une partie hétérocyclique contenant le motif triazole (Schéma 46). Ces

structures ont pu étre confirmées par analyses LC-MS.

O PhCH,CN 2 &q.

NaH 6 éq.
HO
0 THF
24h75°C
OH OH
52 - - 55 56

Schéma 46 Etape de SnxAr avec la molécule 49 déprotegée

Il semblerait donc que la partie hétérocyclique contenant le motif triazole pyridine se soit
décrochée du sucre au cours de la réaction. Ce résultat peut s'expliquer par les hydroxyles
du ribose qui une fois déprotonés sont de bons nucléophiles et peuvent alors participer a
la formation de I'époxyde 56. Cette réaction serait d’autant plus favorisée que la partie
hétérocyclique contenant le motif 1,2,3-triazole peut étre assimilée a un bon groupe
partant. En effet, 'anion résultant serait fortement stabilisé par la mésomérie du cycle

triazolique.

A ce stade nous comprenons que nous devons utiliser un sucre protégé pour réaliser cette
réaction de SyAr et que cette protection ne peut pas étre un groupement de type ester.
Nous avons alors pensé a utiliser des benzyles comme groupements protecteurs robustes.
Ce choix s’explique par le fait que les fonctions éthers benzyliques ont I'avantage d’étre
stables en milieu basique comme en milieu acide et sont facilement clivables de maniére
sélective par hydrogénation catalytique.

Pour protéger les fonctions alcools du sucre, nous avons employé des conditions classiques

décrites dans la littérature a savoir du NaH et du bromure de benzyle (BnBr). Ainsi, nous
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avons déprotégé les groupes hydroxyles du sucre ribose 44 pour ensuite insérer les groupes

benzyles selon la séquence réactionnelle ci-dessous (Schéma 47).

BnBr 3 éq. N3
AcO OAc TMS-N;1,4éq9.  AcO s HO Na NaH 3 éq. BnO
0 SnCl, 0,3 éq. 0 MeONa 1 M o IN(Bu)4 10% mol (0]
DCM MeOH DMF
OAc OAc 20 h ta. OAc OAc 5 min t.a. OH OH 48hta OBn OBn
80% quantitatif <1%
43 44 57 58

Schéma 47 Protection du ribose azoture sous forme d’éthers benzyliques

Concernant la derniere étape de protection, malgré plusieurs tentatives utilisant les
conditions standards'®>'” (NaH, BnBr), aucun produit attendu n’a été observé. Nous avons
tenté d’utiliser les mémes conditions en y ajoutant un agent de transfert de phase, de
I'iodure de tétrabutylammonium (TBAI). Dans ces conditions nous obtenons qu'une trés
faible partie protégée du composé 58. Nous avons pu remarquer que ces conditions de
protection étaient peu connues sur des motifs riboses comportant une fonction azoture en

position anomérique.

Nous nous sommes alors tournés vers l'utilisation d’éthers silylés comme groupements
protecteurs. Nous avons tout d’abord tenté la protection des fonctions hydroxyles du sucre
azoture sous forme d’éthers silylés par le groupement TBDMS (Schéma 48). En effet, ce
groupement est connu pour étre robuste en milieu basique non nucléophile et facilement

clivable en milieu acide fort, conditions de notre derniere étape de synthese.

N
A N ) 3
AcO DA TmsN, 1.4q.  AcO ° HO Ns TBDMS-CI356q. TBSO o
fo) SnCl, 0,3 éq. 0 MeONa 1 M o Imidazole 3,7 éq.
MeOH DMF
OAc OAc 2omta. OAc OAc  5minta. OH OH  24hta TBSO  OTBS
80% quantitatif 76%
43 44 57 59

Schéma 48 Insertion des groupements TBDMS sur le ribose azoture

En présence de 3,5 équivalents de TBDMSCI et d'imidazole dans du DMF, nous obtenons

apres 24 heures le produit protégé 59 avec un rendement de 76%.
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L’étape suivante correspond a la réaction de CuAAC entre le sucre protégé 59 et la pyridine

51. Le produit de cyclo-addition est cette fois obtenu avec un rendement de 67% (Schéma

49).

N_ _Cl
| N
O
|
H Cul 2 eq
DIPEA5 éq.
51
DCM
\ 24 h 40°C TBSO o
670/0
TBSO °
o _ TBSO OTBS
TBSO TOBS 60
59

Schéma 49 Réaction de chimie de click entre 51 et 59

Le composé 60 est engagé dans les essais de SnAr selon les conditions décrites

précédemment (Schéma 50).

. PhCH,CN 2 éq.
TBSO NaH 3 éq. TBSO

o) _ (0]
THF
TBSO  OTBS 3h75°C TBSO OTBS
quantitatif
60 61

Schéma 50 Etape de S~Ar avec le ribose-TBDMS

A notre grande satisfaction, le produit 60 subit la réaction de substitution, en présence de
3 équivalents de NaH et 2 équivalents de phénylacétonitrile en 3 heures a reflux du THF,
nous permettant d’obtenir le composé désiré 61 de fagon quantitative.

Finalement, nous avons eu le plaisir de constater que la déprotection du sucre s’est
effectuées comme attendu durant les 24 heures de l'étape de cyclisation en milieu acide.

Nous avons isolé le nucléoside 62 avec un rendement quantitatif (Schéma 51).

130



TBSO HClI12 M HO

(0]
THF © el
24 h ta.
TBSO OTBS quantitatif OH OH
61 62

Schéma 51 Etape finale de cyclisation

D. Bilan de la synthése des nucléosides artificiels

Pour conclure sur cette partie, nous avons développé une nouvelle voie de synthése
en 9 étapes conduisant a la formation de nouveaux nucléosides artificiels fluorescent. Un
certain nombre d’optimisations a été nécessaire pour atteindre notre cible comme
notamment l'insertion régio-sélective d'une triple liaison sur la 2-chloro-4-iodopyridine, la
protection des hydroxyles du ribose par des groupements TBDMS, ou encore le choix des
conditions de chimie click.

Avec cette syntheése qui semble générale, nous pouvons maintenant transformer les
naphthyridinones préparées et étudiées dans la partie précédente en nucléosides

naphthyridinones suivant le schéma réactionnel résumé ci-dessous (Schéma 52).
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TBSO' % AcO” %
3 étapes OTBS 3 étapes OAc

I O f o~
|
~ TBSO o) AcO o]
(L —. (L7 SO e
Z —_— — -~ ~ /
N~ cl N~ cl :

TBSO o]
N~ -

TBSO' % \
oTBS |

2 étapes l l

Schéma 52 Schéma général des nucléosides naphthyridinones

Par ailleurs, nous avons pu appliquer cette stratégie de synthése a la préparation d'un autre

nucléoside artificiel, présentant un cycle pyridine a la place du cycle phényle en position 8.

II. Propriétés spectroscopiques des nucléosides

Un fois synthétisé, les propriétés spectrales des nucléosides obtenus ont été évalués afin de
s’assurer que la fluorescence était bien conservée.

Nous avons pour cela enregistré les spectres d’absorption et d’émission de fluorescence des
composés 62a et 62b, et nous les avons comparés avec les composés 4a et 4b correspondant

aux équivalents naphthyridinones sans le ribose (Figure 74).
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Figure 74 Structures des nucléosides et naphthyridinones étudiées

A.  Spectre d’absorption des nucléosides

Nous avons enregistré et comparé les spectres d’absorption des nucléosides 62a et 62b avec
leur nucléobase 4a et 4b. L'ensemble de ces spectres est regroupé dans le graphique

ci-dessous (Figure 75). Comme précédemment réalisé avec les composés

naphthyridinones, les échantillons sont analysés dans du PBS 1X a une concentration de

1.10* M.
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Figure 75 Spectres d'absorption des nucléosides 62a, 62b et des nucléobases 4a et 4b
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Nous pouvons observer que I'absorption dans le visible est conservée avec des longueurs
d’onde maximales A @ 420 nm pour les deux nucléosides. Il est possible de visualiser un
léger effet bathochrome pour le nucléoside phényle naphthyridinone 62a et a I'inverse un
effet hypsochrome pour le nucléoside pyridine naphthyridinone 62b comparé a leur
nucléobase seule 4a et 4b.

Globalement, les nucléosides suivent la méme tendance de courbe que les nucléobases
seules ce qui nous permet d’en déduire que la partie osidique ajoutée n’a pas un fort impact

sur 'absorption de nos composés.

B.  Spectres d’émission des nucléosides

De la méme fagon, nous avons ensuite enregistré les spectres d’émission de fluorescence
des nucléosides que nous avons comparé aux nucléobases seules (Figure 5). Les
échantillons sont excités a la longueur d’'onde maximum de leur absorption. Ils sont

également analysés dans du PBS 1X a une concentration de 1.10° M.

300

—62a
4a
62b
4b

200

100

‘—/_/_\ —
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0
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Figure 76 Spectres d'émission de fluorescence des nucléosides 62a, 62b et des nucléobases 4a et 4b
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Nous pouvons constater ici qu'un effet batochrome est visible dans les deux cas de figure.
En effet, nous observons une longueur d’'onde maximale Aen de 556 nm pour le nucléoside
phényle 62a, soit un déplacement de A = 19 nm par rapport a sa nucléobase 4a et une
longueur d’onde maximale A, de 530 nm pour le nucléoside pyridine 62b, correspondant
a un déplacement de A = 25 nm par rapport a sa nucléobase 4b.

Cependant, la différence d’intensité de fluorescence entre les nucléosides et les
nucléobases est frappante. Une perte importante de I'émission de fluorescence est
constatée, indiquant que la partie osidique diminue fortement les propriétés de
fluorescence de nos nucléosides.

De facon intrigante, nous pouvons aussi voir un léger épaulement sur les courbes de
fluorescence des deux nucléosides. A ce jour, nous n’avons pas fini d’étudier ces données
pour mieux comprendre ce phénomeéne d’épaulement et nous n’avons pas encore
déterminé quelles seraient les causes possibles de cette perte de fluorescence. Les
rendements quantiques de fluorescence restent également a étre déterminer.

Malgré la diminution d’intensité de fluorescence de nos composés, leurs longueurs d’onde,
qui ont été légérement déplacées vers le rouge, restent intéressantes pour étre utilisées en

tant que nucléosides fluorescents.

III. Verslinsertion de nucléosides fluorescents dans un
oligonucléotide

La synthese et les propriétés spectroscopiques réalisées, détaillées et caractérisées, il nous
restait alors a insérer nos nucléosides dans un oligonucléotide afin de pouvoir caractériser

leur capacité d’appariement et pouvoir mesurer leur interaction avec différentes cibles

comme exposé lors du chapitre introductif.

135



A. Les méthodes d'insertion d'un nucléoside ou nucléotide

Il existe 3 méthodes principales permettant d’insérer une base artificielle dans un

89,90 91,92,93,94

oligonucléotide ; par synthese supportée sur phase solide,””” par voie enzymatique

ou par modification post-synthétique.”

1. La synthese supportée sur phase solide

La synthese supportée sur phase solide est la méthode la plus couramment utilisée de par
sa facilité d’emploi. Elle requiert généralement l'usage d'un synthétiseur automatique mais
peut aussi étre réalisée manuellement. Afin d'incorporer un nucléoside dans un
synthétiseur, la position 5" du sucre est tout d’abord protégée de maniére conventionnelle
par un groupement DMTr (diméthoxytrityle) ainsi que la position 3’ par un groupement

phosphoramidite (Figure 77).

R= nucléobase

Figure 77 Protection du nucléoside en vue de son insertion dans un oligonucléotide

Pour un modele ARN, une étape de protection de la fonction hydroxyle en position 2’ est

nécessaire généralement par un groupement TBDMS (tertbutyldimethylsilyle). Mais il est

possible de trouver d’autres méthodes de protection comme proposé par Pitsch et al'”!

utilisant un groupement TOM (triisopropylsyliloxymethyle) ou encore un groupement

>.172,173

ACE 2'- O-bis(2-acetoxyethoxy)methyl orthoester proposé par Scaringe et al (Figure 7
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Figure 78 Protections possibles de la position 2' sur modeéle ARN

Une fois le nucléoside protégé, la synthese supportée sur phase solide peut étre engagée et
se déroule en 5 étapes (Figure 80). Tout d’abord, le premier nucléoside a insérer est greffé
au support solide au niveau de la position 3’ du sucre. Puis une étape de déprotection de la
position 5" protégée par le groupement DMTT est effectué en conditions acides par 'acide
trichloroacétique. Le couplage 3'-5" permettant 'ajout d'un nouveau nucléoside est ensuite
réalisé en présence de tétrazole qui permet d’activer le groupement phosphoramidite. Une
étape de blocage est ensuite nécessaire, ce qui sert a éliminer les nucléoside 5 OH qui
n’auraient pas réagi lors du couplage. Pour cela la fonction hydroxyle libre est acétylée par
de 'anhydride acétique empéchant ainsi sa réaction dans les cycles suivant. Concernant la
partie supportée, une étape d’oxydation du phosphate est réalisée passant d'un phosphite
P(IID) & un phosphate P(IV) plus stable. Cette étape s’effectue a l'aide d’une solution de
diiode dans du THEF. Ensuite, I'oligonucléotide préparé peut soit recommencé un cycle afin
d’additionner un autre nucléoside, soit étre clivé afin d’arréter sa synthése.

Pour stopper la synthése une étape de clivage et une étape de déprotection sont réalisées
en conditions basiques.

Cette méthode s'avére robuste avec un rendement quasiment quantitatif (~99,5%) a

chaque cycle.
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Figure 80 Cycle de la synthese supportée sur phase solide

Au-dela du coté fonctionnel de cette méthode, les nucléosides peuvent étre introduits de

maniére spécifique en choisissant l'ordre d’ajout des bases. La limite d’utilisation est

d’environ 100 nucléotides pour 'ADN et 50 pour I'ARN, ce qui permet tout de méme

d’obtenir des oligonucléotides exploitables. Il faut tout de méme considérer que pour des

nucléobases artificielles assez différentes des bases naturelles ou trés encombrées, les

rendements obtenus sont généralement moins bons. De plus, I'insertion de nucléosides de

structures trés atypiques ne pourra pas étre réalisable sur synthétiseur. Enfin, le cott

d’investissement peut aussi étre un frein a son utilisation.
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2. La voie enzymatique

L'insertion de bases artificielles fluorescentes par voie enzymatique est la deuxiéme
technique la plus employée. Elle nécessite 'utilisation d’ADN ou d’ARN polymérases ainsi
quune amorce. Elle est réalisable sur les bases canoniques et non canoniques.'” Les
nucléosides doivent préalablement étre transformés en nucléotides triphosphate (dNTP ou

NTP) (Figure 81).

B 9 9 9 B
HO O-P-O-P-0-P-0O
° 0 0 0 o
OH R OH R
B = Base
R=H ou OH

Figure 81 Transformation d'un nucléoside en nucléotide triphosphate
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Pour ce faire, plusieurs méthodes ont été mises au point. Nous pouvons citer comme par
exemple la méthode de Yoshikawa ou celle de Ludwig-Eckstein qui sont les premiéres a

avoir été développées (Schéma 53).'7°

a)
B 9 B O\‘P/O\ ] B
HO. ClI—P-0. nBugNH),H,P,0, HO™\ P—O
o POCl, (';| o (nBugNH),H,P,0; O\P/6 0
MeO)sPO HO™ %
OH R ( H2)5 OH R 0 OH R Et;NH,HCO;
H.0
Q o 0 B
O-P-0-P-0-P-0
I _ | _ 1 _
O O O o
OH R
b)
(0]
o)
(0]
HO B dj\,rl‘\ O‘ B O\\P’O\ 1 B
o] T o O o | mBUNHRHPO, HOTy TTON g
Pyridine, Dioxane HO" R 1) Iz
OAc R DMF OAc R @) OAc R pyridine
H.0
2) NH,
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I _ 1 _ I _
O O O o
B = Base OH R
R=H ou OH

Schéma 53 a) Méthode de Yoshikawa b) Méthode de Ludwig-Eckstein pour la synthése de dNTP ou NTP

La méthode de Ludwig-Eckstein est en réalité une amélioration de la méthode de
Yoshikawa permettant une synthese plus efficace, formant moins de sous-produits.
Depuis, de nombreuses autres méthodes ont été décrites dans la littérature. Néanmoins,

celle-ci reste la méthode usuelle pour la formation de nucléotides triphosphate.

L'incorporation de bases artificielles par voie enzymatique peut ensuite se faire par
différentes polymérases. Kent et al se sont intéressés a l'insertion de bases étendues
fluorescentes mimétiques des 4 bases d’ADN naturelles via 'TADN polymérase 6 (Pol6),

polymérase humaine.'’
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Figure 82 Dérivés désoxynucléotides triphosphate analogues fluorescents des bases d'ADN

Dans ces conditions, Pol0 permet une insertion efficace des 4 nucléotides artificielles

dxATP, dxGTP, dxTTP et dxCTP.

Cette méthode enzymatique peu couteuse offre la possibilité d’introduire des bases d’ADN
ou d’ARN artificielles fluorescentes de tailles différentes, qu’elles soient canoniques ou
non. Elle assure également une insertion spécifique dans des conditions biocompatibles.
Cependant, cette stratégie ne permet pas encore d'insérer une quantité importante d’ADN

ou d’ARN modifié.

3. L'insertion post-synthétique

La technique par modification post-synthétique permet 'accroche de cycles fluorescents
apres la formation d'un oligonucléotide. Elle est actuellement réalisable via deux réactions
de couplage carbone-carbone pallado catalysées, le couplage de Suzuki et le couplage de
Stille.!'”17 Cette stratégie consiste a placer un atome d’halogéne sur une base naturelle, et
sur un oligonucléotide puis d’effectuer ensuite la réaction de couplage palladié afin
d’insérer des fluorophores.

Omumi et al ont décrit I'utilisation du couplage de Suzuki pour post-fonctionnaliser une

guanosine.'” Des essais de couplage de 5 dérivés d’acides arylboroniques sur la
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8-bromoguanine ont été réalisées a 'aide de 'acétate de palladium, du ligand TPPTS (sel

de trisodium tris(3-sulfophényl)phosphine) et du carbonate de sodium dans un mélange

H,O/ACN (2 :1) (Figure 83).

0
\&\;N N / N\>\Br \&\szN N ) N\>\R
o R-B(OH) 0
\%OJ PA(OAC),/TPPTS 0

0 Na,COj 0
H,O/ACN
24h 70°C

OBn OH

Figure 83 Réaction de Suzuki post synthétique pour l'incorporation de cycle aromatique sur un oligonucléotide

Le méme couplage avec l'ensemble des dérivés boroniques a été réalisé sur 5
oligonucléotides de tailles différentes allant du dinucléotide (dimeére) jusqu’au 15-mer.
Cette méthode s’est avérée assez efficace avec des rendements compris entre 40 et 90%

indépendamment de la taille de I'oligonucléotide.

Sur le méme principe Krause et al. ont utilisé le couplage de Stille afin de post-synthétiser
des oligonucléotides ARN comportant un nucléotide artificiel fluorescent.’®® Pour cela, une
stratégie a été mise au point a partir du dinucléotide 5-I-UpG sur lequel a été couplé divers
composés stannylés hétérocycliques et alcynes. Des conditions classiques de réaction de
Stille ont été employées avec du Pd,(dba)s et de la phénylarsine dans du DMF a 60° C

pendant 30 minutes (Figure 84).
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Figure 84 Couplage de Stille pour la post-fonctionnalisation du dinucléotide 5-I-UpG

Apreés avoir post-synthétisé 'ensemble des dimeéres avec les groupements R! a RS, les
auteurs ont ensuite réalisé uniquement l'insertion de R® de fagon post-synthétique sur des
oligonucléotides plus longs allant de 11-mer a 16-mer pour lequel ils obtiennent des

rendements allant de 23% a 61%.

Cette méthode a l'avantage de post-fonctionnaliser des oligonucléotides de différentes
tailles et ceci de maniére spécifique grace a l'incorporation au préalable d'une base
halogénée. De cette facon, la dimension de la nucléobase ne pose plus de probléme lors de
lI'insertion du nucléoside sur le brin modeéle dans le cas de I'utilisation de nucléobases
encombrées. Il serait alors possible de fonctionnaliser de maniere efficace de trés longs
nucléotides pouvant aller jusqu’a 1000 paires de base. Cependant, cette méthode nécessite

encore une optimisation avant de pouvoir étre utilisée a grande échelle.
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B. Vers la transformation des nucléosides en nucléosides
phosphoramidites

Parmi les trois méthodes présentées, nous avons opté pour la synthése supportée. Notre
objectif a donc été de convertir nos nucléosides en nucléosides phosphoramidites. Pour
cela, nous avons repris les conditions classiques utilisées dans la littérature, a savoir la
protection du groupe hydroxyle en position 5" par un diméthoxytrityle puis une protection
du groupe hydroxyle en position 2’ par un groupement TBDMS et enfin 'insertion du
phosphoramidite sur le groupe hydroxyle en 3.

Nous avons commencé par la tritylation de notre nucléoside phényle naphthyridinone en
utilisant les conditions usuelles qui sont 'utilisation de chlorure de diméthoxytrityle dans

181,182

de la pyridine a température ambiante. Dans ces conditions, nous n’avons pas obtenu

la protection de I'alcool en 5’, et seuls les réactifs sont récupéré en fin de réaction (Schéma

54).

b DMTrO

o DMTICl 1,5 éq. o
HCI Pyridine

OH OH 48hta. OH OH

62 63

Schéma 54 Essai de tritylation du nucléoside

Surpris face a ce résultat, nous ne pensions pas étre mis en difficulté lors de cette étape.
Nous avons regardé davantage la littérature afin de nous tourner vers d’autres conditions.
Nous avons ainsi pu voir que la co-évaporation du réactif avec de la pyridine semblait étre
un point crucial. Nous avons donc répété cette réaction en réalisant une co-évaporation de
notre nucléoside avec de la pyridine. En prenant cette précaution, nous avons pu obtenir
une faible quantité de produit désiré (20% de rendement).

Afin d’améliorer ce rendement, nous avons ajouté de la DIPEA aux conditions
réactionnelles initiales et nous avons également procédé a I'ajout des composé a froid
comme l'ont proposé Barthes et al (Schéma 56).'% Ces nouvelles conditions n’ont pas

permis d’obtenir le produit désiré.
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HO DMTICI 1,5 éq. DMTrO

0 DIPEA 3 éq. L o
HCI Pyridine
OH OH 48 h 0°C —> t.a. OH OH
62 63

Schéma 55 Essai de tritylation en présence de DIPEA

L'exceés de pyridine utilisé nous permet normalement de neutraliser in situ la forme
chlorhydrate du nucléoside de départ. Cependant, nous avons tout de méme tenté de
neutraliser notre nucléoside avant de I'engager dans la réaction de tritylation. Pour cela,
nous avons utilisé une résine échangeuse d’ion acide, la DOWEX 50. Le composé est
dissous dans du méthanol et mélangé a la résine DOWEX 50 jusqu’au changement de
couleur de la résine, prenant la couleur du composé. Notre composé se retrouve ainsi
accroché a la résine. Le milieu est ensuite filtré et la résine est lavée au méthanol. Enfin, la
résine est lavée avec une solution aqueuse d’'ammoniac ce qui permet de décrocher la
molécule de la résine et d’obtenir le composé sous sa forme neutre.

Celui-ci est alors engagé dans les conditions réactionnelles initiales aprés co-évaporation
avec de la pyridine. Malheureusement, cette alternative ne nous permet pas d'augmenter
le rendement de cette réaction.

Enfin, un essai en remplacant la pyridine par de la 2,6-lutidine a été effectué dans du DMF

(Schéma 56). Une fois de plus, le composé désiré n’a pas été obtenu dans ces conditions.

DMTrCI 1,5 éq.
HO 0 2,6-lutidine exces DMTrO o
HCI DMF
OH OH 48 ht.a. OH OH
62 63

Schéma 56 Essai de tritylation avec de la 2,6-lutidine
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Afin de pouvoir cibler le probléme, nous avons entrepris cette réaction de tritylation sur
une réaction connue, en utilisant la guanosine comme réactif. Le but ici est de savoir si les
difficultés rencontrées proviennent des conditions utilisées, d'une mauvaise manipulation
des produits ou de la réactivité de notre nucléoside artificiel. Ainsi, la guanosine a été
co-évaporée 3 fois avec de la pyridine puis mise en présence de chlorure de
diméthoxytrityle dans de la pyridine. Aprés 4 heures de réaction, la conversion en

nucléoside tritylé est totale (Schéma 57).

(e} (o}
N
NH NH
4 4
<N | /)\ <N | //I\
HO N"NH, DMTrO N" NH
0 DMTrCI 1,5 éq. o)
Pyridine
OH 4hta. OH
conversion totale
64 65

Schéma 57 Synthese de tritylation de la guanosine

Nous supposons alors qu'un probléme de réactivité lié a notre substrat nucléoside serait en
cause a cette étape. Le peu de produit obtenu avec les différents essais de tritylation ne
nous a pas permis de poursuivre la suite de la séquence réactionnelle. Deux étapes sont

manquantes afin de parvenir au nucléoside phosphoramidite.

Afin de pouvoir entreprendre le reste de la stratégie, il serait possible d’utiliser un autre
type de groupement protecteur en remplacement du DMTr. Les groupements TBMDS
peuvent notamment étre utilisés ou encore les méthoxytrityles qui sont plus robustes que
leur homologue diméthoxy. Seulement, ces autres stratégies ne permettront pas une
insertion par voie supportée de maniére automatisée mais uniquement de maniére
manuelle.

A ce jour, ces autres alternatives n’ont pas encore été testées.
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Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons pu voir 'ensemble des stratégies mises au point afin de
constituer un nucléoside fluorescent a partir de la 8-phényl-1,6-napthyridin-7(6 /)-one. A
Iissue de ces expériences, nous avons pu développer une séquence réactionnelle
permettant 'accroche de la naphthyridinone a un ribose nous donnant accés au nucléoside
correspondant. Cette méthode a ensuite pu étre appliquée a un autre motif
naphthyridinone, la 8-pyridine-1,6-naphthyridin-7(6 H)-one.

Les propriétés spectrales de ces nucléosides ont ainsi pu étre étudiées et comparées a la
premiére étude concernant les nucléobases naphthyridinones. Ces résultats se sont avérés
mitigés mais restent encourageant pour la suite du développement de nouveaux

nucléosides naphthyridinones fluorescents.

En vue de son insertion dans un oligonucléotide par synthése supportée sur phase solide
automatisée, la transformation d'un nucléoside naphthyridinone en nucléoside
phosphoramidite a été essayée mais n’a aboutie. En effet, des difficultés ont été rencontrées
lors de la protection de I'hydroxyle en position 5’ du ribose par le diméthoxytrityle.

Cependant d’autres possibilités sont encore a explorer et permettraient la transformation
des nucléosides soit en nucléosides phosphoramidites soit en nucléotides triphosphate ce
qui pourra nous permettre d’envisager leur insertion dans un oligonucléotide afin d’étudier

leurs propriétés au sein d'un brin d’ARN modéle.
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Chapitre 5 : Synthése de nucléosides
fluorescents contenant un noyau
1,2,4-triazole
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Chapitre 5 — Synthese de nucléosides fluorescents

contenant un noyau 1,2,4-triazole

Introduction

Les triazoles sont définis comme étant des hétérocycles a 5 chainons comportant 3 atomes
d’azotes. Il existe deux isomeéres de cette structure, les 1,2,3-triazoles et les 1,2,4-triazoles

(Figure 85).184185

1 1
N N
&”N 2 « \N 2
N N—7/
3 4
1,2,3-triazole 1,2,4-triazole

Figure 85 Les 2 grandes catégories de triazoles

De plus, ces deux triazoles possédent une forme tautomere selon la position de I'atome
d’hydrogéne. Pour les 1,2,3-triazoles, cet équilibre conduit aux formes 1,2,3-(1 H)-triazoles
et 1,2,3-(2H)-triazoles. Le méme équilibre tautomérique est possible avec les 1,2,4-

triazoles donnant lieu aux 1,2,4-(1 H)-triazoles et aux 1,2,4-(4 H)-triazoles (Figure 2).180

H 1 H 1
N N N N
&”NZ - . (\’NHZ « \Nz - . (/ \N2
N =N N— HN—/
3 3 4 4
1,2,3-(1 A)-triazole  1,2,3-(2 H)-triazole 1,2,4-(1 H)-triazole 1,2 4-(4 H)-triazole

Figure 86 Formes tautomeres des 1,2,3-triazoles et des 1,2,4-triazoles

Ces hétérocycles présentent des propriétés biologiques notables et font l'objet de
recherches importantes. En effet, il s'agit d'un petit noyau aromatique stable vis a vis de
conditions acides ou basiques, réductrices, oxydantes et dégradation métabolique. Le
noyau triazole peut former des liaisons hydrogenes et établir des interactions par

empilement © avec le milieu environnent.'®" 5
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Les triazoles sont souvent utilisés en chimie médicinale pour concevoir des structures
biologiquement actives. En effet, ils sont notamment considérés comme des bioisosteres de

liaisons amides.!8%190:191

Ces composés sont par conséquent trés largement exploités en
chimie biologique. Les 1,2,3-triazoles possédent une structure aisément obtenue par des
réactions de type chimie de click catalysées au cuivre mais sont également réalisables par
chimie bioorthogonale.

Les structures 1,2,4-triazoles, sont eux aussi connus pour leur large champ d’applications

biologiques. De nombreux composés dérivés de ce noyau sont utilisés en tant qu'agents

192,193,194,195 6

anti-microbiens, anti-inflammatoires,”® anti-douleurs,’’ anti-hypertensifs'® ou

encore anti-cancéreux.'”

Parmi ces structures a fort potentiel thérapeutique, les nucléosides triazoles (structures
nucléiques composées d'un noyau triazole en position anomérique) représentent une
classe particuliere de composés faisant l'objet d’efforts de recherche importants. Ces
travaux concernent les nucléosides possédant un motif 1,2,3-triazole??0201202203.204 et
également les nucléosides avec une partie 1,2,4-triazole.?%5:206:207.208209 Nous pouvons citer
comme exemple la ribavirine qui constitue le chef de file de ces structures nucléosides
1,2,4-triazoles (Figure 3). Ce composé est un analogue de la guanosine, réputé pour son

activité anti-virale a large spectre.’**! Elle est notamment utilisée dans le traitement de

I'hépatite C.%%?!3 La ribavirine a également montré des propriétés anti-cancéreuses.?™*

0

NH,
N \
HO «N'N
(0]

OH OH
Figure 87 Structure de la ribavirine

Suite a sa découverte, un important travail de recherche a été entrepris afin de synthétiser
des analogues structuraux de la ribavirine.?!>216217218219 T eg modifications effectuées
concernent la structure hétérocyclique mais peuvent également concerner la partie glycone

(sucre).
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Au-dela de ces propriétés biologiques, les 1,2,4-triazoles sont également des structures aux
propriétés spectrales intéressantes.””® Des composés contenant le noyaux 1,2,4-triazoles ont
notamment été étudiés pour des applications en tant matériau émetteur pour des cellules
)221

électrochimiques électroluminescentes (Lec a des fins d’émission induite par

agrégation (AIE)?** ou encore en tant que structure optoélectronique??.

La fluorescence de composés 1,2,4-triazoles a également été exploitée en tant que sonde
du milieu biologique.?”* Bian et al. ont notamment décrit 'utilisation d'un 1,2,4-triazole

1,3,5-trisubstitué comme détecteur « off-on » des ions Zn?* par chélation.*

F3C

Q

N—-N

OH HO

Figure 88 Structure du 2-[5-(2-hydroxyphényl)-1-[4-(trifluorométhyl) phényl]-1,2,4-triazole-3-yl]phenol, détecteur de Zn*

Depuis plusieurs années, I'équipe Chembio s'intéresse aux structures 1,2,4-triazoliques
diversement substituées notamment pour leurs propriétés de luminescence. Durant la
thése du Dr Anthony Nina Diogo, il a été montré que les structures de type 3-(1,3-diphenyl-
1 H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-one présentaient une fluorescence dépendante de la
substitution du groupe aromatique. Fait intéressant, ces composés possedent une émission
de fluorescence dans I'eau.?” Ces structures ont été étudiées pour le marquage de protéines

carbonylées associées au vieillissement et a I'inflammation.

R1\"
\_/
o}
B
N\N NH
\ Va
\ X
=
e

Figure 89 Structure de la 3-(1,3-diphenyl-1/-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /) -one
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Dans la continuité de vouloir proposer un travail original, nous avons cherché a utiliser les
structures  3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-ones pour élaborer des
nucléosides fluorescents de facon similaire aux structures naphthyridinones. Pour cela, un
premier travail de synthese a été entrepris pour accéder aux dérivés 1,2,4-triazole-pyridin-
2-ones. Puis, plusieurs stratégies ont été envisagées afin de lier ces structures a une partie

osidique de type ribose ou désoxyribose afin d’aboutir a la formation d'un nucléoside.

R

— X
\__/ NN G
HO OH N © - HO N
O 7 _ (0]
+ N, S NH | NH
OH OH Nl OH OH =

Figure 90 Objectif de synthése pour la formation des 3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /)-ones nucléosides

I. Synthése de  3-(3-phenyl-1H-1,2,4-triazol-5-
yl) pyridin-2(1 A)-ones

Une séquence réactionnelle simple et efficace a été mise au point au laboratoire permettant
d’accéder a des motifs 3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl)pyridin-2(1 H)-one en 3
étapes. 226227

La premiere étape correspond a la formation d'un anion sodé a partie de la
2-chloronicotinamide et d'un chlorure d’acyle comportant un substituant R en para du
benzéne. Cette étape est réalisée a l'aide 2 équivalents d’hydrure de sodium (NaH)
introduit a basse température (Schéma 58). Le premier équivalent de base permet la
déprotonation de la fonction acétamide. L'addition a basse température du chlorure d’acyle
permet d’obtenir I'imide intermédiaire qui sera déprotoné par le deuxiéme équivalent de
base présent dans le milieu réactionnel. Les anions sodés précipitent alors dans le milieu,
une filtration suivie d'une trituration permettent de les récupérer avec une pureté

satisfaisante. Ces conditions ont ainsi été reprises et au cours de cette thése permettant

d’obtenir des anions sodés diversement substitués avec de bons rendements (Tableau 7).
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Schéma 58 1% étape de synthése des 1,2,4-triazole-pyridin-2-ones

Composé R Rendement
68a H 81%
68b F 97%
68c CN 98%
68d Cl 75%
68e CF; 88%
68f OMe 94%
68g NO, 67%

Tableau 7 Rendements des anions sodés

Les anions sodés 68 sont directement engagés dans une réaction d O-arylation
intramoléculaire dans l'acétonitrile permettant d’accéder aux pyrido-oxazinones
correspondantes (Schéma 59). Pour réaliser cette réaction, une irradiation micro-ondes du
milieu réactionnel est nécessaire. Cette étape fournie également de bons rendements

compris entre 33 et 78% (Tableau 8).

20 min - 1 h 150°C

o 0
_ A
® Nm o fﬁ“
NG R MW N" 0
R

Schéma 59 28™ étape de synthése des 1,2,4-triazole-pyridin-2-ones
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Composé R Rendement

69a H 65%
69b F 55%
69c CN 76%
69d Cl 61%
69 CFs 78%
69f OMe 59%
69g NO, 33%

Tableau 8 Rendements des pyrido-oxazinones

Enfin, la formation du noyau 1,2,4-triazole est obtenue par un mécanisme ANRORC
(addition nucleophile ring opening ring closure).

Ce mécanisme de substitution nucléophile particulier rencontré en chimie hétérocyclique,
a été découvert et mis en évidence par Van der plas et al.??*??? Pour étre considéré comme
tel, le composé hétérocyclique doit pouvoir subir une addition nucléophile et I'espéce
nucléophile doit contenir le méme hétéroatome que I'hétérocyclique.® D'un point de vu
expérimentale, il semble préférable que l'hétéroatome comporte également un atome
d’hydrogeéne.

Ainsi, I'attaque de I'hydrazine sur la pyrido-oxazinone respecte tout a fait les regles du
mécanisme ANRORC. Celle-ci est réalisée sous irradiations micro-ondes a haute
température, en présence d’hydrazine et d’acide acétique dans I’éthanol (Schéma 60). Elle
permet I'obtention d'une série de 3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1/)-ones

diversement substituées avec des rendements modérés (Tableau 9).

R
(0]
NH2‘NH2 1,1 éq e}
N N Acide acétique 2 éq. —N
L N, NH
N~ "O Ethanol absolu ” \ y
MwW
R 50 min 110°C
69 70

Schéma 60 3eme étape de synthese des 1,2,4-trizaole-pyridin-2-ones
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Composé

70a
70b
70c
70d
70e
70f
70g

Tableau 9 Rendements des 1,2,4-triazoles

CN
Cl
CFs
OMe
NO;

Rendement

26%
30%
34%
32%
89%
61%

7%

Cette synthése en 3 étapes nous a permis de réaliser un ensemble de 7 composés

3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-ones diversement substitués notamment

grace a la contribution de Laura Bertrand dans le cadre d'un stage effectué au laboratoire.

Des groupements essentiellement mésomeéres attracteurs (-M) ont été insérés (R=F, CN,

Cl, CF;, NO,). La version phényle, sans substituant, a été obtenue (R= H) permettant la

comparaison avec un motif sans effet électro-attracteur. Enfin, un groupement

électrodonneur a également été introduit (R= OMe).

Une fois ce travail de synthése effectué, nous avons voulu insérer les triazoles sur un sucre

afin de former un nucléoside.

II. Stratégies de synthése de nucléosides

triazoles

A.  Syntheses par /NV-glycosylation

1,2,4-

La premiére stratégie en vue de l'obtention des nucléosides 1,2,4-triazoles a été de réaliser

une réaction de /V-glycosylation afin de lier la partie osidique a la partie hétérocyclique au

niveau de 'atome d’azote (Schéma 61).
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Schéma 61 Stratégie de synthese des nucléosides 1,2,4-triazoles

La glycosylation est une réaction bien connue en chimie des sucres.??!232233.2342% E]le permet
d’introduire différentes structures, glycones ou aglycones, au niveau de la position
anomérique et conduit a la formation d'une liaison glycosidique.?*® Cette réaction se réalise
via un mécanisme de type Sx1 ou Sx2, selon le nucléofuge utilisé. Lors d'un mécanisme de
type Sx1, celui-ci peut aboutir a la formation de différents isomeéres a partir du carbocation
intermédiaire. En effet, les glycosides sont caractérisés par la position du substituant sur le
carbone anomérique donnant I'anomeére a ou B. Cependant, il existe des groupements dit
« participants » qui permettent d’orienter la glycosylation et d’obtenir la formation d'un seul
anomere (assistance anchimérique). Ces groupements correspondent a des groupements
protecteurs de type ester positionnés en C,, et permettent cette fois, la formation d'un
intermédiaire acyloxonium stabilisé en bloquant une face. Dans le cas du ribose peracétylé,
la participation de l'acétate en position 2 permet 'approche du nucléophile uniquement
sur la face supérieure, aboutissant a la formation de 'anomeére B (Schéma 62).27:2382%9
D’autres parametres tels que 'utilisation de certains solvants ou 'encombrement stérique

peuvent également influencer la stéréochimie du glycoside formé.*02%!
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Schéma 62 Mécanisme de glycosylation du ribose peracétylé avec assistance du groupement en Ca

Nous avons entrepris différents essais de glycosylation entre le ribose tétra-acétylé et les

triazoles préalablement synthétisés.

Les premiéres tentatives ont été réalisées avec des acides de Lewis en tant que catalyseurs
de la réaction. Ce catalyseur a pour but de faciliter le départ du groupement acétate en
position anomérique, et ainsi augmenter le caractére électrophile de ce carbone.

Pour cela, nous avons entrepris une synthése avec du chlorure d'indium dans de I'’éthanol
pendant 45 minutes a 50° C sous irradiation micro-ondes comme 'ont proposé Siddiqui et

al sur des systémes similaires (Schéma 7).2#

MeQ
MeO
AcO InClg 3% mol N @

o. OAc N T N NH

+ N NH EtOH RO o NTTY P

OAc OAc B \ Y 45 min 50°C
MW
OAc OAc

43 70f 71

Schéma 63 Essai de glycosylation avec du chlorure d'indium

Ces premieres conditions réactionnelles n’ont pas permis d’obtenir le nucléoside souhaité.
Apres analyse RMN, nous visualisons les deux entités de départ avec une proportion de

I'espeéce osidique supérieur a celle du triazole (70/30).
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Inspirés par les travaux de Todoulou et al**®, nous avons alors tenté une glycosylation en
présence d’'une quantité catalytique d’APTS a chaud, sans solvant et sous vide. Dans ces
conditions, nous n’avons pas observé la fusion de notre composé triazolique inhibant alors
la réactivité. Nous avons eu recours a l'utilisation d’acétonitrile pour pouvoir réaliser la

réaction mais nous avons dt diminuer la température de réaction (Schéma 64).

MeO
MeO
A) APTS 0,06 éq. o
AcO OAc N O 2h 160°C N
o . N ——4 A0 Ny NH
Ny NH By APTS 0,06 6q. o L
OAc OAc bl ACN
48 h 60°C e oA
43 70f 71

Schéma 64 Essai de glycosylation avec de I'APTS

Dans ces conditions, aucune réaction n’est observée. En fin de réaction, nous constatons
une quantité bien supérieure de sucre représentant 90% de notre brut réactionnel. Il est
possible que nous perdions une partie du triazole lors des traitements puisque sa solubilité

dans les solvants organiques est faible.

Suite a ces premiéres tentatives peu concluantes, nous nous sommes tournés vers le triflate
de triméthylsilyle (TMSOT{) comme activateur.

Nous avons ainsi réalisé une réaction test entre le ribose tetra-acétylé et le 1,2,4-triazole en
présence de TMSOTf dans de 'acétonitrile pendant 5 heures afin d’évaluer la faisabilité de

cette méthode (Schéma 65).

//—N
AcO OAC , ACO NP
o) //—l\\l TMSOTT 1 éq. o
+ o NS e
N ACN
OAc OAc H 5ht.a. OAc OAc
43 72 73
\ AcO
H
o 0]
OAc OAc
74

Schéma 65 Essai de glycosylation catalysée par du TMSOTf
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ATissue de la réaction, un nouveau produit est formé. Aprés analyse, nous constatons qu'il

s’agit du produit d’hydrolyse de la position anomérique.

Enfin, nous avons pu remarquer en consultant la littérature que certains auteurs
conseillent I'utilisation de bis(p-nitrophenyl) phosphate (BNPP) qui serait un bien meilleur
catalyseur.?*?*?% Nous avons alors réalisé un essai de glycosylation entre le ribose et le
1,2,4-triazole avec 3% molaire de BNPP. Les composés ont été préalablement dilués dans
de l'éthanol puis évaporé afin d’obtenir une huile. Le milieu réactionnel a ensuite été

chauffé a 150° C pendant 20 heures (Schéma 66).

N
AcO OAc AcO N. »
o N BNPP 3% mol o N
+ N‘N) — X~
OAc OAc H 20h160°C OAc OAc
43 72 73

Schéma 66 Essai de glycosylation a I'aide du BNPP

Une fois encore le résultat de cette réaction n’est pas satisfaisant, les composés de départ

sont retrouvés en fin de réaction.

A Tissue des différentes glycosylations entreprises, nous remarquons que dans les
conditions acides utilisées, aucune réactivité de notre motif 1,2,4-triazole-pyridin-2-one
n’est observée. En effet, le noyau triazolique semble faiblement réactif, dans ces conditions,

pour mener a bien ce type de réaction. Nous avons alors exploré d’autres voies de synthése.

B.  Synthese par substitution nucléophile Sx2

Nous nous sommes alors tournés vers l'utilisation de réactions de substitutions
nucléophiles afin de lier la partie glycone et aglycone. Dans le but de réaliser ces essais
nous avons utilisé un partenaire osidique adapté, le sucre de Hoffer. Il s’agit d'un
désoxyribose comportant un atome de chlore en position anomérique et dont les positions
3 et 5 sont protégés par des groupements toluoyles (Figure 91). L’atome de chlore est en

position alpha, ce qui nous permettra d’obtenir 'anomeére béta en fin de réaction.
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Figure 91 Structure du sucre de Hoffer

Nous avons réalisé un premier essai de substitution nucléophile entre le sucre de Hoffer et

le 1,2,4-triazole-pyridin-2-one en utilisant du carbonate de potassium dans de I'acétonitrile

a température ambiante pendant 24 heures (Schéma 67). Malheureusement aucune

conversion n’est observée dans ces conditions. Les deux réactifs sont retrouvés en fin de

réaction. Nous avons également eu recours au chauffage (80° C) mais cela ne nous a pas

permis d’obtenir le composé désiré, une dégradation du milieu est observée.

TolO

TolO

74

K>CO3 2 éq.

24 hta.

MeO

TolO N
o

TolO

75

Schéma 67 Essai de formation du nucléoside triazole par substitution nucléophile avec du K2COs3

Ces essais n'étant pas concluant, nous avons utilisé une base forte (NaH) afin d’augmenter

la nucléophilie du motif triazole. Apres avoir entrepris des essais en chauffant le milieu

réactionnel, c’est finalement a température ambiante que nous avons commencé a observer

la formation du produit désiré. En effet, une certaine proportion de 'espéce triazolique de

départ est toujours visible en fin de réaction (13%) (Schéma 68).

TolO

TolO

74

MeO
! N K
N NH
TolO \N \
o) Y
TolO

75

Schéma 68 Synthese du nucléoside triazole par substitution nucléophile avec du NaH
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Suite a ce premier résultat nous avons tenté d'optimiser la réaction notamment en
procédant a un ajout du sucre a froid ou encore en prolongeant le temps de réaction.
Seulement, méme apres 48 heures de réaction, le produit désiré n’est pas obtenu avec un
rendement acceptable.

Apreés une analyse des résultats par RMN du proton et LC-MS, nous supposons qu'une
compétition entre 'atome d’azote du noyau triazole et I'atome d’azote de la pyridone est
possible lors de la réaction de substitution. En effet, le spectre LC-MS nous indique la
présence de deux espéces différentes ayant la méme masse molaire. Pour vérifier notre
hypothese, nous avons alors utilisé 2 équivalents de NaH. De cette facon, le produit
disubstitué devrait étre obtenu. A l'issue de la réaction, nous observons bien le produit de
disubstitution, ce qui confirme la double réactivité de notre motif 1,2,4-triazole-pyridin-2-
one vis-a-vis du sucre, ce qui constitue un probleme pour la suite de notre synthese

(Schéma 69).

MeQ
MeQ
o
N
, 7 OTol
o, N 0 NaH 2 éq. TolO N~ N
N
b + N ACN {Oj L
oo Cl H y 3hta. OTol
7% TolO
74 70f 76

Schéma 69 Essai de disubstitution sur le motif 1,2,4-triazole-pyridin-2-one

Cette deuxiéme stratégie qui consiste a réaliser les nucléosides triazoles par le biais d'une
substitution nucléophile ne s’avere pas suffisamment efficace et génére trop de

sous-produits difficilement séparables par chromatographie.

Face a ces difficultés, nous nous sommes alors tournés vers une tout autre approche.
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C. Synthese via un mécanisme ANRORC

Cette nouvelle stratégie a été imaginée a partir de la synthése originale des triazoles. En
effet, nous avons vu précédemment que les 1,2,4-triazole-pyridin-2-ones sont obtenues par
I'utilisation d’hydrazine sur les dérivés pyrido-oxazinones selon un processus séquentiel de
type addition nucléophile, ouverture de cycle, fermeture de cycle (ANRORC).

Schmidt et al ont d’ailleurs utilisé cette stratégie pour la réalisation de nucléosides pyrazoles
substitués a partir d'un ribose hydrazine et de dérivés éthoxy-méthyléne-acrylamides.?*’
D’apres leurs travaux, cette réaction est spécifique et permet d’obtenir exclusivement

I'anomeére B dépendamment des groupements protecteurs utilisés.*s

R
et
R0 R30 . R
o NH-NHp 6 o MeOH absolu o
+
A An 2h-48h ta. — .
OR2 OR! 4% - 75% OR® OR

Schéma 70 Syntheése générale de l'obtention des nucléosides pyrazoles de Schmidt et al

L’objectif est alors d’utiliser ces mémes conditions a partir des dérivés pyrido-oxazinones

et de I'’hydrazine 2,3- O-isopropylidéne-D-ribose (Schéma 71).

R
)
N\
Q NH,-NH, 1,1 &q. \/\ o
N N Acide acétique 2 éq. /fN )\\
NH

| | N, D
_ .
Ethanol absolu N
§ 0)\©\ MW H L/)
R 50 min 110°C
Ribose hydrazine

R
Acide acétique
HO N

/]N o
N

o

OH OH

Schéma 71 Stratégie de formation des nucléosides triazoles via l'utilisation d'un sucre hydrazine
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Afin de parvenir a cette réalisation, le ribose hydrazine a tout d’abord été synthétisé, les
motifs pyrido-oxazinones sont, quant a eux, obtenu conformément a la stratégie présentée

précédemment.

1. Synthése du ribose hydrazine

La synthese du ribose hydrazine protégé par un groupement isopropylidene en position
2, 3 est réalisé en 2 étapes selon la procédure décrite par Schmidt et al.**” Tout d’abord, les
groupements hydroxyles en position 2 et 3 du ribose sont protégées par un groupement
isopropylidéne dans l'acétone avec une quantité catalytique d’acide sulfurique pendant

20 heures (Schéma 72).

HO OH Acetone  HO o OH
;O: H,SO, cat.
OH OH 20h t.a. o__0O
69% e
77 78

Schéma 72 Protection des positions 2 et 3 du ribose sous forme isopropylidéne

Le composé 78 est ensuite mis en réaction avec un excés d’hydrazine dans du méthanol
absolu. Aprés concentration du milieu réactionnel le produit désiré est obtenu avec un
rendement de 90% (Schéma 73). Il est & noter que ce composé ribose hydrazine est

relativement instable et doit étre utilisé dans les 48 heures suivant sa synthese.

HO HO HO
OH NH-NH
:O: hydrazine (excés) :O: 2 OH _N,NHz
Oo. O MeOH absolu o. O o. O
0°C —>t.a.
PaN v DaS Pt
78 79

Schéma 73 Formation du ribose hydrazine a partir du ribose protégé
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2. Synthése du nucléoside (3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-
y) pyridin-2(1 A)-one via un processus ANRORC

Pour obtenir le composé nucléoside triazole, le ribose hydrazine est mis en présence de la
pyrido-oxazinone correspondante, la 2-phenyl-4 H-pyrido[3,2-¢e][1,3]oxazin-4-one, dont la
synthése a déja été vue précédemment. L'addition des deux composés s’effectue dans
'éthanol absolu a froid. Puis, la réaction est laissée sous agitation & température ambiante

(Schéma 74).

N 0
HO o
Ho o. NH-NH, NN EtOH absolu o_ N N ?
| _ | / NH n N \ NH
+ N 1h-20 h _ N
0°C —>ta. OXO H

79 69a 80a 70a

Schéma 74 Formation du cycle 1,2,4-triazole

Apres plusieurs heures de réaction, nous observons la présence du nucléoside triazole
attendu et de la 1,2,4-triazole-pyridin-2-one sans la partie osidique en proportion 1: 1,
deux produits difficilement séparables par chromatographie sur gel de silice. Pour
permettre une séparation plus aisée de ces deux composés, le mélange est engagé tel quel
dans la suite de la synthése dans l'optique de les séparer plus tard a l'issue de I'étape de
déprotection des fonctions hydroxyles.

Cette étape de déprotection est réalisée en présence d'une résine Amberlite IR 120 dans
un mélange acétone/eau et permet d’obtenir le premier nucléoside 1,2,4-triazoles pyridin-

2-one avec un rendement modeste sur deux étapes de 14% a optimiser (Schéma 75).

Amberlite IR 120

7N Acétone/H,0 7N

HO N O 24 h 40°C HO N @
0 N 14% en 2 étapes 0 N
| NH [ NH
OXO = OH OH =

80a 8la

Schéma 75 Synthese du motif nucléosidique 1,2,4-triazole aprés déprotection
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Suite a ce résultat encourageant, nous avons repris cette séquence réactionnelle a partir
des pyrido-oxazinones 69b et 69f substituées respectivement par un substituant R=F et R=

OMe en position para du groupement phényl afin d’obtenir les nucléosides correspondants.

(Schéma 76).

2
N
HO HO \
o NH-NH, EYJ\N EtOH absolu o_ N
{ j | k ?/
+ SN"o X 1h-20h
0.__0O | R 0°C —>ta. 0_0
e Z e
79 69 80

Amberlite IR 120
Acétone/H,0O
24 h 40°C

HO
81
Schéma 76 Synthese générale des nucléosides 1,2,4-triazole-pyridin-2-ones
Composé R Rendement
81a p-H 14%
81b pF 26%
81lc p-OMe /
81d m-OMe 10%

Tableau 10 Rendements des dérivés 8la-d en 2 étapes

En suivant le méme procédé, nous avons pu obtenir un deuxieme nucléoside 1,2,4-triazole-
pyridin-2-one comportant un substituant fluor en position para du groupement phényle

avec une rendement globale de 26%.
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En revanche, en présence du substituant méthoxy sur la position para de la pyrido-
oxazinone, nous ne parvenons pas a déprotéger le composé 80c pour aboutir au nucléoside
final.

En paralléle de ces substitutions en para, des substitutions sur les autres positions ont été
entreprises. Nous pouvons actuellement reporter 'obtention du composé substitué en méta
par un groupement méthoxy, en suivant la méme stratégie de synthése que vue

précédemment.

III. Propriétés photophysiques des 3-(3-phenyl-1FH-
1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /)-ones et de leur forme

nucléoside

Nous avons par la suite analysé les propriétés spectroscopiques des composés 3-(3-phenyl-

1H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-ones ainsi que leur forme nucléoside (Figure 92).
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Figure 92 Ensemble des structures dont les propriétés spectrales ont été étudiées
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Nous avons tout d’abord enregistré les spectres d’absorption et de fluorescence des

différents triazoles synthétisés puis des motifs nucléosidiques correspondants. Nous avons

par la suite comparé les résultats obtenus.

A. Absorbance et fluorescence des 3-(3-phenyl-1/-1,2,4-

triazol-5-yl) pyridin-2(1 /)-ones

L’'ensemble des composés a été pré-dilué dans du DMSO afin de facilité la solubilisation

des molécules dans I'eau, puis des échantillons & une concentration de 1.10° M ont été

préparés pour I'enregistrement des spectres d’absorption et de fluorescence.
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1. L’absorbance
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Figure 93 Spectres d'absorption des dérivés 1,2,4-triazoles a une concentration de 10° M dans l'eau

L’ensemble des spectres enregistrés nous montre deux longueurs d’'onde maximum dans
l'ultra-violet a 334 nm pour les composés substitués par un groupement p-CN, p-Cl, p-CF;,
p-OMe et a 320 nm pour les composés p-NO;, p-F et phényle. Leur absorbance est
comprise entre 0,07 et 0,28 donnant des coefficients d’extinction molaire (¢) compris entre

7080 et 28480 L.mol*.cm™ (Tableau 11).
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2. La fluorescence
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Figure 94 Spectres de fluorescence des triazoles substitués en para du phényle a une concentration de 10° M dans l'eau

Sur I'ensemble des composés substitués en position para du groupement phényle, nous
observons une longueur d’onde d’émission de fluorescence maximum autour de 390 nm a
I'exception du p-NO; pour lequel le maximum d’émission Aem se situe a 380 nm. Nous
pouvons également constater que lintensité de fluorescence varie en fonction du
substituant. En effet, les composés substitués par un groupement électro-attracteur
révelent une intensité de fluorescence plus importante que le motif phényle non substitué.
A contrario, le substrat p-OMe, substituant mésomeére donneur +M, s’avére peu émissif.
Nous remarquons ainsi que nos composés suivent globalement la constante de Hammet
qui indique l'effet des substituants en para d’'un phényle sur la répartition électronique du

systeme.

L’ensemble des mesures spectroscopiques des molécules étudiées est rassemblé dans le

tableau ci-dessous (Tableau 11).
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Déplacement €

Composé Aabs (nmM) Aem (NnM) de Stoke (nm)  (L.mol’.cm™)
Ph 323 389 66 12820
p-F 323 387 64 7080

p-CN 334 390 56 28480

p-Cl 332 389 57 15739
p-CE3 332 389 57 14549
p-OMe 334 389 55 10332
p-NO, 321 300 59 17925

Tableau 11 Récapitulatif des valeurs spectrales des 1,2,4-triazole-pyridin-2-ones

Malgré les différentes substitutions, la longueur d’onde d’émission de fluorescence de ces
composés n’a pas pu étre décalée vers les longueurs d’onde du visible. Seule I'intensité de
fluorescence a été impactée par ces changements.

Pour rappel, une émission de fluorescence dans longueur d’'onde appartenant au spectre
du visible et émettant au-dela du bleu est trés appréciée pour utilisation en tant qu’outils

moléculaire fluorescent.

B. Absorbance et fluorescence des nucléosides 3-(3-phenyl-

1 H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-ones

De la méme fagon que précédemment, 'ensemble des composés a été pré-dilué dans du
DMSO afin de les solubilisés, puis les échantillons ont été préparés avec une concentration
de 1.10”° pour enregistrer les spectres d’absorption et de fluorescence.

Pour cette analyse, nous comparons directement les motifs triazoles substitués par un
groupement phényle et un groupement p-fluorophényle avec leur nucléoside

correspondant.
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1. L’absorbance
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Figure 95 Comparaison des spectres d'absorption des composés triazoles 70a 70b et des nucléosides triazoles 81a 81b

En ce qui concerne les nucléosides, nous observons un décalage vers le bleu des maxima
des longueurs d'onde d’absorption de 322 nm a 308 nm. Malgré ce déplacement vers des
longueurs d’onde de plus haute énergie, nous constatons que I'absorbance est conservée

voir méme augmentée dans le cas du motif para-fluoro 81b.
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2. La fluorescence

35

Trizaole nucléoside phényle 81b

2 N Triazole phényle 70a

Triazole nucléoside p-F 81b
Triazole p-F 70b

330 350 370 390 410 430 450 470 490 510
Longueur d'onde (nm)

Figure 96 Comparaison des spectres de fluorescence des triazoles 70a 70b et des nucléosides triazoles 81a 81b

Concernant la fluorescence, nous observons un léger effet bathochrome pour I'émission
des nucléosides avec un maximum d”’mission & Aem= 395 nm. Malheureusement, cette
transformation de structure de nos triazoles en nucléosides ne nous permet pas de décaler
suffisamment les longueurs d’onde maximales d’émission afin d’atteindre le domaine du
visible. Cependant, nous remarquons que l'intensité de fluorescence de nos composés sous
forme nucléoside est conservée et est méme légérement supérieure a celle obtenue avec
les composés triazole. C'est une caractéristique trés importante puisqu’avec les motifs
naphthyridinones, nous avions constaté une diminution drastique de lintensité de
fluorescence de nos composés sous forme de nucléoside.

Enfin, l'effet hypsochrome de l'absorption cumulé a un effet bathochrome de la
fluorescence induit des déplacements de Stokes plus important des composés pouvant

atteindre un A = 87 nm.
Apres ces premiéres analyses concernant I'absorbance et la fluorescence de ces nouvelles

structures nucléosides  3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /)-ones, nous

pouvons conclure qu'une certaine modulation de ces structures serait nécessaire afin de
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pouvoir déplacer les longueurs d’émission vers des longueurs d’onde de plus basse énergie.
Toutefois, ces structures restent tres intéressantes de par leur bonne intensité de

fluorescence dans 'eau.
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Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons pu voir la synthese de différents composés de type 3-

(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-ones substitués par des groupements

électro-attracteurs et un groupement électro-donneur (Figure 97).

F
N (@]
TN
N. NH
N \
H VY
70b
FsC
N (0]
7
N NH
N \
H Y%
70e

Figure 97 Ensemble des triazoles obtenus

NC

MeQ,

Cl

O,N

70d

Nous avons ensuite décrit les différentes stratégies que nous avons employé afin de

transformer ces dérivés en nucléosides triazoles. Ce développement synthétique a

finalement été réussi par une réaction entre les motifs pyrido-oxazinones et le ribose

hydrazine v7ia un mécanisme nommé ANRORC.
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MeO

HO HO HO

Figure 98 Nucléosides triazoles obtenus

Enfin, les propriétés spectroscopiques de ces composés ont ensuite été évalués.
Nos premiers résultats sont encourageants et une optimisation plus fine nous permettra
moduler les structures nucléosides triazoles étudiées pour en faire de bons candidats en

tant que nucléosides fluorescents.
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Chapitre 6 : Synthese
d’hétérocycles azotés originaux
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Chapitre 6 — Syntheése d’hétérocycles azotés originaux

Introduction

Les hétérocycles sont une famille de molécules tres largement décrite et reconnue en
chimie médicinale.?**?%

Auvu de la diminution de nouveaux composés mis sur le marché des médicaments par les
industries pharmaceutiques, l'identification de nouvelles séries chimiques originales et
efficaces sur les cibles thérapeutiques est un des défis majeurs auxquels l'industrie
pharmaceutique est confrontée. En effet, la recherche de nouvelles structures
hétérocycliques est nécessaire dans le but de développer de nouveaux médicaments ainsi
que d’optimiser leur efficacité.

Les combinaisons pour I'élaboration de nouveaux cycles sont quasi infinies. Dans 'optique
d’étendre la diversité chimique et d’explorer de nouveaux territoires synthétiques, les
chimistes organiciens ont envisagé plusieurs approches et notamment le design de
squelettes originaux /n silico a partir de méthodes computationnelles.

Comme nous l'avons déja abordé brievement dans le chapitre 2, le chimiste théoricien
Williams Pitt ’'UCB Celltech a élaboré une librairie, nommée VEHICLe, de plusieurs
milliers d’hétérocycles originaux, théoriquement réalisables. Puis, en appliquant un critére
de faisabilité, 22 hétérocycles originaux nommés « rings of the future » ont ainsi été publiés
et montrés a la communauté de chimistes organiciens comme étant une source
d’inspiration afin de créer et synthétiser une nouvelle génération d’hétérocycles aux

propriétés biologiques potentielles (Figure 99).'%
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Figure 99 Liste des 22 molécules correspondant aux "rings of the future"

Pour cela, son équipe a mené une étude in-silico en appliquant plusieurs criteres de

sélection permettant d’obtenir cette liste restreinte de molécules réalisables :

- Uniquement des composés mono ou bicycliques
- Des cycles a 5 ou 6 atomes

- Les atomes autorisés sont : C, H, N, O, S

- Molécules neutres

- Molécules aromatiques

- Seuls les fonctions carbonyles exocycliques sont autorisés

Suite a la parution de la publication de Pitt, un certain nombre de ces structures ont été
réalisés par plusieurs équipes de chimistes. L'équipe Chembio s’est penchée sur différents
hétérocycles de cette liste et a notamment synthétisé I'un d’entre eux : la pyrido-oxazinone
Pl et a écrit une revue sur l'ensemble des hétérocycles qui ont également été
synthétisés. 3422

Puis, I'équipe Chembio s’est tournée vers la réalisation d’autres « ring of the future » avec
l'objectif de synthétiser la molécule P19, la 3H-pyrano[4,3-c]pyridin-3-one et son isomere
7H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one (Figure 99).

Afin de développer sa synthese, il a d’abord été envisagé de réaliser la version non

aromatique de la molécule, la 5,8-dihydro-7H-pyranol4,3-b]pyridin-7-one, puis dans un
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second temps, d’obtenir le bicycle aromatique par une derniére étape de déshydrogénation

(Schéma 77).
Afin de faciliter la lecture de ce chapitre, nous nommerons la 5,8-dihydro-7H-pyrano[4,3-

blpyridin-7-one : pyridolactone et la 7H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one : pyranopyridinone.

| A (o) Déshydrogénation Z N0
N7 0 SN0
Pyridolactone Pyranopyridinone

Schéma 77 Stratégie d'obtention de la pyranopyridinone

Le bicycle pyridolactone s’apparente aux bicycles de type isochromanones, il s’agit en

réalité de la version azotée de la 3-isochromanone (Figure 100).

~
0
3-Isochromanone Pyridolactone
Figure 100 Structure du bicycle isochromanone (gauche) et de la pyridolactone (droite)
Ces hétérocycles sont retrouvés dans de nombreux produits naturels mais également en

tant que plateforme synthétique permettant d’accéder a des composés biologiquement

actifs.®!

De nombreuses synthéses ont été développées concernant la formation des

3 -iSOChromanoneS 252,253,254,255,256,257,258,259
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Figure 101 Exemples de molécules comprenant des isochromanones

Li et al. ont notamment développé l'acceés a des 3-isochromanones substituées en position
4 grice a une méthode de synthése permettant l'incorporation énantiosélective de
différents groupements aryles sur un dérivé cétoester benzylique. Le bicycle

isochromanone a ensuite été obtenu par une cyclisation en milieu acide (Schéma 78).2

o} [Rh(COE),Cl], 1,5% mol Ar. OH Ar, OH
O. Ligand 3,3% mol g O. -,
2-Nap SRE 15 M 2-Nap TFA ©
o) - o) o)
CH,OMOM Toluéne CH,OMOM bCM
60°C 1hta.

Schéma 78 Développement de synthese de motifs 3-isochromanones par Li et al.

Chang et al ont récemment proposé une stratégie efficace pour 'obtention de plusieurs
dérivés isochromanones substitués en position 4 via une réaction de carboxy-Pictet-
Spengler. Les auteurs ont mis au point une synthése d’annélation [4+2] intramoléculaire

grace a I'utilisation d’anhydride trifluoroacétique (Schéma 79).2

OH Ar R ACN (0]

Ar" R

Schéma 79 Développement de synthése de motifs 3-isochromanones par Chang et al

En revanche, peu de stratégies de synthese ont été développées pour accéder a la version

azotée des bicycles isochromanones, c’est-a-dire les pyridolactones.?%263:264.265
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L’ajout d’'un atome d’azote sur le cycle aromatique offre la possibilité d’obtenir 4 isomeres
différents. Seules les synthéses des isomeéres de position de I'atome d’azote en 1, 3 et 4 du
cycle aromatique sont déja décrits dans la littérature.

Nous pouvons notamment citer le travail de Yabu et al. comme exemple de synthése
concernant la version azotée des isochromanones.?*® Ils proposent une synthése de la
camptothécine, un alcaloide naturel connu, comportant un bicycle pyridolactone. Leur
synthése comprend une étape de cyanosilylation énantiosélective d’'une cétone catalysée
par un complexe de samarium chiral ce qui leur permet d’obtenir la cyanhydrine
correspondante. Celle-ci fournit le cycle lactone du bicycle aprés une étape d’hydrolyse et

de cyclisation en conditions acides (Schéma 80).

Sm(OPr)5 2% mol

OMe Ligand chiral 2% mol OMe 1) Icl
TMSCN 1.2.6 CH,Cl,-CCl,
N"Syores 1.2 €q. N X oTBs 0°C
N
™S CHyCH,ON-CHiON  TMS™ 2 . C 2) HCI-EtOH
o} 34 h -40°C T™MSO 90°C
91%, 90% ee \ 77% (2 étapes)

Schéma 80 Développement de synthése d'un bicycle pyridolactone par Yabu et al.

Le motif pyridolactone apparait également dans la synthese totale de la jasminine proposé
par Bennasar et al.?” Ils parviennent a réaliser la construction du motif bicyclique apres
une fonctionnalisation de la 3-acétylpyridine en 6 étapes. Cette stratégie leur permet de
réaliser l'insertion sélective d’'un groupement propanoate de méthyle en position 4 du

noyau pyridine pour ensuite cycliser en milieu réducteur et obtenir la pyridolactone

(Schéma 81).

(0]
MeO,C
o 6 étapes z o 0
XN Me MeO,C X Me NaBH4 MeO,C y Me
| — | — MeOH S |
N N 10 min 0°C N

80%
Schéma 81 Syntheése d'un motif pyridolactone par Bennasar et al

L’équipe Chembio s’est également intéressée a la syntheése de ces structures pyridolactones
et a la maniére d’obtenir la pyranopyridinone publiée par Pitt mais aussi d’étudier sa

fonctionnalisation afin d’évaluer son potentiel en tant que structure biologiquement active.
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Ce projet a débuté lors de la thése de Kevin Passador (2015 a 2018) et a été poursuivi par

la suite en ce début de thése.

[. Synthése et mise au point des structures 5,8-

dihydro-7H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-ones

Entre 2015 et 2018, I'équipe Chembio a mis au point 3 voies synthétiques permettant
d’aboutir au bicycle pyridolactone diversement substitué. Chacune des voies entreprises
permettent d’introduire une substitution différente sur le cycle lactone. (Figure 102).

La premiére méthode nommée A, permet l'insertion de groupements alkyles au niveau de
R! en position 8 du bicycle. Cette stratégie utilise un couplage palladié de Buchwald entre
le (2-chloropyridin-3-yl)méthanol protégé par un groupement tert-butyldiméthylsilyle
(TBS) et un acétate de tert-butyle comme étape clé.

La deuxiéme méthode nommée B, permet quant a elle I'insertion de groupements aryles
au niveau de R! grace a 'utilisation d'une réaction de substitution nucléophile aromatique
entre le (2-chloropyridin-3-yl)méthanol protégé et un substrat aryle-acétonitrile.

La troisieme méthode nommée C, permet l'insertion de groupements alkyles et aryles au
niveau de R? en position 5 du bicycle par une réaction de Grignard, suivie par une étape
originale de cyclisation faisant intervenir un dérivé organosélénié.

Enfin, linsertion du groupement R*® est réalisée par post-fonctionnalisation de la

plateforme pyridolactone bicyclique.

R2
_ » C: Cyclisation
N oTBS A: Couplage palladié = o organoséléniée X0
| — |
N~ ~cCl . N o 2
B: SyAr e N

Figure 102 Les différentes voies mises au point pour obtenir le bicycle pyranopyridinone

Les méthodes A et B comprennent 2 étapes de synthese identiques et utilisent le méme
substrat de départ la 2-chloro-3-pyridincarboxaldehyde commerciale. Celle-ci est engagée

dans une étape de réduction de la fonction carbonyle par du borohydrure de sodium
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(NaBH4) dans du méthanol pour donner l'alcool correspondant, avec un rendement de
89%. La protection de la fonction alcool par un groupement tert-butyldiméthylsilyle (TBS)
est ensuite réalisée dans des conditions classiques en présence de chlorure de

tert-butyldiméthylsilyle (TBSCI) et d'imidazole (Schéma 82).

IO OH TBSCI1,14q. oTBS
(Y NaBH,4 1,2 éq. d Imidazole 2 éq. d
MeOH = DMF P
Nl anta N" cl 20hta. N~ Cl
89% 92%
82 83 84

Schéma 82 Partie commune des séquences réactionnelles de la méthode A et B

A. Meéthode A

La syntheése selon la méthode A nécessite 3 étapes supplémentaires. L'intermédiaire
chloropyridine silylé 84 est engagé dans une réaction d’alpha arylation catalysée par le
complexe BuXPhos Pd G1 en présence de LIHMDS et de fert-butylacétate dans du toluene
pendant 2 heures. Le produit de couplage 85 est ainsi obtenu avec un bon rendement de
61%. L'insertion du groupement R' en position 8 de la lactone est ensuite réalisée via une
étape d’alkylation. Celle-ci est réalisée avec une base forte et encombrée, le LIHMDS et
divers dérivés halogénés R'X offrant ainsi une grande diversification de la plateforme
synthétique. Enfin, la déprotection de l'alcool suivie d’'une étape de cyclisation par de
I’APTS monohydrate dans du toluéne pendant 20 heures permet 'obtention du bicycle
désiré (Schéma 83).

1) R'X 1,5 éq.
OTBS t-Butylacetate 1,5 éq. OTBS LiIHMDS 1 M 1,1 éq.
t+-BuXphos Pd G1 2% mol THF
X LIHMDS 1 M 3 éq. | X o} 20 hta. | = o
| — ~ J< =
N" Cl L N o 2)APTS, H,0256q N 0
0°C —>t.a. : R!
61% Toluene
20 h 120°C
84 85 86

Schéma 83 Séquence réactionnelle de la méthode A

187



La stratégie A a permis d’élaborer une petite librairie de 6 dérivés comportant un

groupement alkyle en position 8 (Figure 103).

A O N o N O N (0]
N O N O N O N O

20% 55% 66% 99%

67% 66% 68%

Figure 103 Molécules synthétisées par la méthode A lors de la these de Kevin Passador

B. Méthode B

La synthése de la pyridolactone via la méthode B nécessite quant a elle seulement 2 étapes
supplémentaires a partir du substrat chloropyridine silylé 84. Selon cette méthode, la
chloropyridine est engagée dans une substitution nucléophile aromatique en présence de
LiHMDS et d'un dérivé aryle-acétonitrile permettant l'insertion de groupements R' de type
aryles. Enfin, la déprotection de 'alcool suivie de la cyclisation sont effectuées en présence

d’APTS monohydrate dans du toluéne a chaud pendant 4 heures (Schéma 84).

OTBS R'CH,CN 1,1 éq. 0TBS
~ LIHMDS 1 M 3 éq. N APTS, H,036a. (N0
Nl THF N7 ON 4h120°C N7 o)
0°C —>ta. R Toluene R!
84 87 88

Schéma 84 Séquence réactionnelle de la méthode B

Cette stratégie a permis l'obtention d'une premiére molécule comportant un groupement
phényle en position 8. Puis, ce travail a été repris lors de cette thése afin d’optimiser la
synthése et de réaliser une exemplification grace a linsertion de différents cycles

aromatiques.
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Avant de se lancer dans la diversification de la structure pyridolactone par l'insertion de
groupements aryles, nous avons essayé d’optimiser les conditions de cette étape de SnAr
afin d’obtenir le composé désiré en un temps plus court (Tableau 12).

Pour cela, nous avons eu recours a l'utilisation de 3 équivalents de fert-butylate de
potassium (#BuOK) dans de la N-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP) a 110° C. Dans ces
conditions, aucun produit n’est observé mais uniquement les composés de départ.

Une autre stratégie est alors entreprise en utilisant de 'amidure de sodium (NaNH>) dans
du toluéne a température ambiante. Dans ces conditions, le produit de substitution est
obtenu avec un faible rendement de 20% contre 62% avec les conditions de rétérence
(LiIHMDS, THF).

Enfin, I'utilisation de 2 équivalents de NaH dans du THF a reflux pendant 2 heures permet
d’obtenir le composé avec un rendement de 59%. Ce rendement a été optimisé a 69% en

ajoutant un excés de NaH aprés 3 heures de réaction.

oTBS oTBS
| X PhCH,CN | X
N/ Cl Base, conditions N/ CN
Ph
84 87a
Entrée Base Conditions Rendement
1 LiHMDS 3 éq. Toluéne, 0° C, 24 h 62%
2 +-BuOK 3 éq. NMP 110° C /
3 NaNH: 4 éq. Tolueéne, t.a., 24 h 20%
4 NaH 2 éq. THEF, 75° C,2h 59%
5 NaH 5 éq. THEF, 75° C,3h 69%

Tableau 12 Conditions testées pour 'optimisation de 1'étape de SNAr

Ce sont ces dernieres conditions, NaH, THF, a reflux, qui ont été retenues pour réaliser la

syntheése des autres dérivés (Schéma 85).
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OTBS OTBS

R-CH,CN 2 éq. )
| S NaH 5 éq. | S APTS, H,0 4 éq. | X 0
N el THF N7 CN Toluéne N7 o
3h-24h75°C R 4 h120°C
R
84 87 88
R =Ph 87a 82%
R =4-Br-Ph  87b 63%
R =4-OMe-Ph 87¢c 74%
R = 2-pyr 87d brut
| N (e} X f0) A (e} | N 0]
— ‘ — | — —
N (6] N 0 N (e} N (6]
N\
“~ \
Br OMe
88a 80% 88b 71% 88c 36% 88d 0%

Schéma 85 Synthese des dérivés pyridolactones substitués par des aryles via la méthode B

Nous avons ainsi obtenu quelques exemples supplémentaires montrant la possibilité
d’accéder a des dérivés comportant un cycle aromatique en position 8 de la pyridolactone
de fagon efficace. En revanche, la cyclisation en présence du motif pyridine n’'a pas été
concluante. Apres son insertion par SyAr donnant le composé 87d, celui-ci a été engagé
dans I'étape de cyclisation en tant que brut réactionnel. Seulement, une dégradation du
milieu est observée en fin de réaction, ne nous permettant pas d’obtenir ce dérivé sous

forme cyclisée.

Une variante de cette méthode a été utilisée afin d’obtenir la 5,8-diphenyl-5,8-dihydro-7H-
pyrano[4,3-b]pyridin-7-one. Il s’agit du dérivé pyridolactone disubstitué par des
groupements phényles en position 5 et 8. L'insertion du phényle en position 5 est effectué
par I'addition du bromure de phénylmagnésium sur la 2-chloro-3-pyridinecarboxaldéhyde
de départ. La fonction alcool du composé 89 est ensuite protégée par un groupement
tert-butyldiméthylsilyle selon les mémes conditions de protection décrites précédemment.
Le composé obtenu 90 est engagé dans la réaction de SyAr puis dans I'étape de cyclisation

selon la méme procédure que pour les autres dérivés (Schéma 86).
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o] Ph ) Ph Ph
] TBSCI 1,1 éq. PhCH,CN 2 éq.
| X H PhMgBr 1 éq. | AN oH Imidazole 2 éq. | AN OTBS NaH 5 éq. | X OTBS
5 E,0 & DMF 5 THF O
N | 2 N | N |
c DTG C 20 hta. ¢ 12h 75°C N
92% 79% 30% Ph
82 89 90 91
APTS, H,0 0,4 éq.
Toluéne
4h120°C
76%
Ph
N (]
L
N 0]
Ph

Schéma 86 Synthese du dérivé pyridolactone diphényle par la méthode B

A Tlissu de ce travail, nous avons su optimiser la méthode B ce qui a permis d’obtenir
différentes pyridolactones diversement substituées par des groupements aromatiques sur

les positions 8 et 5 du bicycle.

C. Méthode C

La méthode C permet une tout autre approche et se compose de 5 étapes réactionnelles
(Schéma 87). Cette stratégie a été réalisée a partir de la 2-bromo-3-pyridine
carboxaldéhyde. Un couplage de Sonogashira est tout d’abord réalisé sur la 2-
bromopyridine carboxaldéhyde en présence d’éthylénetriméthylsilane (TMSA), de
palladium dichloro bis(triphénylphosphine) (PdCl,(PPhs),), d’iodure de cuivre et de
1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane (DABCO) dans du THF pendant 1 heure. Le composé
3-éthynylisonicotinaldéhyde contenant la fonction alcyne protégée par une groupement
TMS est obtenue avec un rendement de 83%. L'étape suivante est la déprotection de
fonction alcyne. Celle-ci est réalisée grace a 'utilisation de carbonate de potassium dans du
méthanol pendant 5 minutes. L'incorporation de groupement R? s’effectue ensuite par une
réaction entre l'aldéhyde et un réactif de Grignard de type R*MgBr. Cette étape permet
alors d’introduire plusieurs types de groupement alkyles en position 5 du bicycle. La
cyclisation finale s’effectue en présence d’APTS sur le composé organosélénié 96. Celui-ci
est obtenu a partir du composé alcynylpyridine 95 par un couplage au cuivre en présence

de bromure de phenylselenium.?®® La présence du motif phénylsélénium sur la fonction
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alcyne permet d’orienter la cyclisation vers un processus de type 6-endo aboutissant a la

formation d'un cycle & 6 chainons qui aprés hydratation et élimination du phénylsélénol

conduit au cycle §-lactone.

A) NaBH4 1 éq.

PdCl,(PPhs), 2 mol % THF/H,0
(0] Cul 1 mol % O 7 min 0°C R2
DABCO 2 éq. KoCOs 1,5 &q. 72%
H TMSA 1,7 éq. MeOH H ou OH
2 2 . 2 2
Z B 1 J:I;ux T X iy 5 min t.a. T X B) R2VgBr 1 éq. T XX
] 97% H
THF
1h-78°C —>ta.
92 N1, 93 91% N1, 95 95% N197 R2=H 73%
N2, 94 99% N2, 96 89% N2 98a R2= H 89%
N2 98b R2= Me 54%
N2 98¢ R2= Ph  62%
PhSeBr 1,1 éq.
Cul 2 éq.
DMF
2hta.
R2 R2
@ti APTS, H,0 0,4 éq. OH
2 & 2
(0] Toluéne N
1 6 h 120°C TN Se
N1101 R3=H 65% N199 R?=H 74%

N2102aR3=H 39%
N2 102b R2= Me 63%
N2 102c R2= Ph  37%

N2100a R3=H 78%
N2 100b R2= Me 73%
N2 100c R2= Ph 53%

Schéma 87 Séquence réactionnelle de la méthode C

La stratégie C a permis I'élaboration de 4 composés dont deux sont substitués par un

groupement en position 1 du bicycle 1,4-dihydro-3H-pyranol4,3-clpyridin-3-one,

introduit

préalablement réactift de

par l'addition d'un Grignard sur le 3-
éthynylisonicotinaldéhyde (Figure 104). Au travail de synthése déja effectué auparavant,

nous avons su montrer la possibilité d’'insérer un groupement phényle en position 1.
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Figure 104 Molécules obtenues par la méthode C

II. Vers la synthese de structures semi-rigides

Suite a la synthese de ces différents bicycles par 'une des trois méthodologies présentées,
nous avons tenté d’introduire d’autres types de substituants comme des groupements
amines au niveau de la position 8.

Ce choix s'explique par le fait de pouvoir aboutir, in fine, a des structures semi-rigides
analogues de nouveaux composés anti-histaminiques. En effet, des molécules encombrées
similaires au notre ont été proposées en tant que potentiels analogues anti-histaminiques
semi-rigides.”’’ Ram et al. ont notamment évalué des composés qui s’apparentent a nos
pyridolactones mais dans leur forme benzénique (Figure 105).2™

Les structures anti-histaminiques commerciales sont souvent composées de chaines alkyles
libres, le but ici est de contraindre la structure ce qui pourrait permettre d’augmenter
I'affinité de la molécule pour le récepteur histaminique H1. En plus de rigidifier la
structure, nous nous proposons aussi d’y ajouter un atome d’azote. L’ajout d’atome d’azote
est déja connu comme impactant les propriétés physico-chimiques des structures
biologiquement actives. En effet, cet atome supplémentaire peut étre intéressant
notamment pour améliorer la polarité de la molécule, former des liaisons hydrogéenes ou

encore avoir un effet sur la conformation de liaison au ligand cible.?”
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Figure 105 a) composés anti-histaminiques commerciaux b) composés analogues d’anti-histaminiques de Ram et al

Pour inclure des groupements amines en position 8 du bicycle par post-fonctionnalisation,
il a fallu tout d’abord introduire un atome de brome sur le composé 101 afin de réaliser
ensuite une substitution nucléophile. Pour cela, lajout d'l équivalent de
N-bromosuccinimide (NBS) dans du DMF a été réalisé sur la plateforme hétérobicylique
permettant l'insertion d'un atome de brome en position 8. La réaction de substitution a été
réalisée avec différents groupements : la N-phénylpipérazine, N-méthylpipérazine et la
morpholine. Cette réaction a fourni uniquement le composé 104 substitué par la
N-phénylpipérazine avec un rendement modeste de 22%. Les autres motifs ont montré une

dégradation du milieu réactionnel (Schéma 88).

R%H 1 éq.
= | o NBS 1 éq. | XN o K2CO3 2 éq. N 0
|
SN o DCM N7 ) ACN @o
30 min t.a. B 20hta
66% r < R3
101 103 104

SHONGRG

Schéma 88 Insertion du groupement R® sur la pyridolactone

Cette stratégie a ensuite été reprise afin de disubstituer le bicycle pyridolactone par un
groupement amine. Ainsi, le méme procédé a été utilisé pour introduire la
N-phénylpipérazine et la N-méthylpipérazine sur la phénylpyridolactone. De cette facon,

deux structures semi-rigides supplémentaires ont été obtenues (Schéma 89).
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Schéma 89 Exemples de disubstitution de la pyridolactone

Nous avons ainsi synthétisé une petite

R3H 1 éq.
X (o) Et;N 1 éq. | A 0
B _
N 0 ACN N o
Ph" Br 20hta. Ph" R
105 106

librairie de molécules analogues

d’anti-histaminiques qui pourraient montrer une activité biologique intéressante. Ceci

pourrait alors ouvrir la voie a une nouvelle génération de composés anti-histaminiques.

Des études plus poussées de chimie médicinale sur ce type de composés sont nécessaires

afin d’évaluer leur potentiel.

III. Exploration synthétique de la 7H-pyranol[4,3-

blpyridin-7-one

A.  Travail préliminaire

Afin d’accéder au motif original pyranopyridinone et son isomeére désigné, quelques essais

d’oxydation du cycle pyridolactone par déshydrogénation ont été réalisé lors de la these de

K. Passador. (Schéma 90).

= 0 Déshydrogénation

| _—

Schéma 90 Stratégie d'obtention de la pyranopyridinone

N0
SN0
R
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Pour cela, des conditions de déshydrogénation ont été tentées en présence de palladium
sur charbon, de chloranil ou encore de charbon actif en présence d’air dans des solvants de
types xyléne, diglyme ou toluéne a des températures élevées > 130° C. Cependant, aucune
de ces conditions n’ont permis la formation de la pyranopyridinone désirée, constatant soit

une dégradation du milieu soit aucune réaction.

B.  Voie des oxydations

Lors de nos synthéses des pyridolactones nous avons constaté que celles-ci subissaient
facilement une oxydation a l'air libre en position 8. En effet, lorsque nous évaluons la
stabilité du composé par RMN du proton, nous observons qu'aprés quelques jours, environ
20% du produit comporte un groupe hydroxyle sur cette position (Figure 106).

Afin de tirer profit de ce phénomeéne naturel, nous avons alors exploré cette stratégie qui
utilise la 8-hydroxypyridolactone comme substrat de départ.

Une fois la fonction alcool transformée en groupe partant, cela permettrait apres une

réaction d’élimination d’atteindre le motif bicyclique pyranopyridinone.

= o) Oxydation naturelle X (o)
N 0 N 0]
Ph Ph™ OH

Figure 106 Oxydation naturelle du motif pyridolactone

273 En présence d’air

Les premiers essais réalisés sont inspirés des conditions de Carl Finger.
comprimé et d'un équivalent de triéthylamine, nous parvenons a obtenir 20% de
conversion.

La conversion de la réaction a ensuite été améliorée a 30% en présence d’oxygéne pur et
grace a l'ajout d'un exces de base.

Nous avons ensuite changé de base, en utilisant du fert-butylate de potassium (#BuOK),
dans du diméthylesulfoxyde. Grace a ces conditions réactionnelles, le produit attendu

contenant un groupement hydroxyle en position 8 du bicycle est obtenu avec une

conversion totale. (Tableau 13).
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Essais Source d’oxygéne Base Conditions Résultats

20% de
1 Air comprimé EtsIN DCM 1h30 t.a.
conversion
30% de
2 O Et;:N DCM 2 h t.a.
conversion
DMSO-d6 Conversion
3 O, t-BuOK
20 min t.a. totale

Tableau 13 Essais d'oxydation de la phénylpyridolactone

Par la suite, il fallait transformer la fonction alcool en un groupement partant et réaliser
ensuite 'élimination qui nous conduirait au produit bicyclique aromatique. Pour cela, nous
avons réalisé deux essais, I'un consistait en la formation d'un mésylate et 'autre en la
formation d'un acétate. Nous avons alors engagé une partie de la pyridolactone oxydée avec
du chlorure de mésyle et de la triéthylamine dans du diméthylsulfoxide pendant 20 heures.
L’autre partie a été mise en solution dans du THF dans laquelle a été ajoutée de 'anhydride
acétique et une quantité catalytique d’acide sulfurique pendant 20 heures également
(Schéma 91).
A) MsCl 2 éq.

EtsN 2 éq.

DMSO-d6 N o~
20hta. | Q 0

o —

N SN
B) Anhydride acétique 1 éq. GPO N
H,SO, cat
THF
20h t.a.

107 108

Schéma 91 Essais de transformation de I'hydroxyle en bon groupe partant en vue de I'obtention de la pyranopyridinone

Malheureusement, aucune trace du produit attendu n’a été observée. Les résultats issus de
ces réactions ont été difficilement interprétables car nos essais ont été probablement
réalisés sur une trop faible quantité et se sont avérés peu reproductibles.

Il est donc difficile de conclure sur ces résultats. Suite a quoi nous avons décidé de focaliser

nos recherches de synthése de la pyranopyridinone en utilisant une autre stratégie.
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C.  Via une cyclisation finale

Les stratégies de déshydrogénation de la pyridolactone n’ayant pas permis d’obtenir le
composé aromatique pyranopyridinone, nous avons décidé d’utiliser la voie de syntheése
des benzopyran-3-ones, comme entrepris par Holland et al.?”* Pour cela, nous avons repris
la voie de synthese développée pour la préparation des naphthyridinones et modifié
uniquement les conditions réactionnelles utilisées lors de la derniéere étape de cyclisation

afin d’aboutir au cycle pyranopyridinone (Schéma 92).

0 O/> O/> Conditions
Ethyléneglycol 2 éq. PhCH,CN 1 éq. de
| A H APTS, H,0 0,4 éq. | N o NaH 3 éq. | N o cyclisation Z Y 0
> N/ al —_— e CN ————™ X

N™ -l Toluéne THF N N 0
5 h reflux 3h75°C Ph Ph
81% 70%
Voie N NH
naphthyridinones L\ “
N ‘ o
Ph

Schéma 92 synthése envisagée pour l'obtention du cycle pyranopyridinone

Pour cela, nous avons envisagé de saponifier la fonction nitrile puis d’hydrolyser la fonction
acétale en milieu acide afin de permettre ensuite la cyclisation et former le cycle pyrone.
Ainsi, plusieurs tentatives ont été réalisées en ce sens. Tout d’abord, en présence de NaOH
2,5 N dans de I'éthanol a reflux pendant 1 heure, puis en engageant directement le composé
apres évaporation du milieu dans une étape de cyclisation en présence de HCl.,q 12 M dans
du THF pendant 1 heure. Apres analyse du milieu réactionnel, il s’agit simplement de la
forme naphthyridinone. Ce résultat nous améne a conclure que I'étape de saponification
n’a pas été compléte et que nous avons obtenu seulement la forme amide intermédiaire

qui donne apreés cyclisation la formation du cycle pyridone du bicycle (Schéma 93).
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N= “Cl Toluéne N™ “Cl THF N N
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19 9
1 81% 2 b 3
HCl6 M
THF
1hta.
N NS

N o SN o

Ph Ph

4 108

Schéma 93 Séquence réactionnelle employée pour la synthese de la pyranopyridinone

Devant la difficulté de la saponification ou de I'hydrolyse alcaline de la fonction nitrile,
d’autres conditions plus fortes ont été testées afin de garantir la formation de la fonction
carboxylate.

Pour cela, le composé a été mis en présence de KOH broyé dans un mélange ternaire
THF/MeOH/H,0. La réaction est portée a reflux pendant 3 jours. Lors du suivi par CCM,
nous pouvons remarquer que la conversion en produit attendu est faible et ce malgré un
temps de réaction prolongé. Le produit est isolé apres lavage a I'eau et engagé dans la
réaction de cyclisation en présence d'HCI concentré dans du THF a 90° C. Aprés quelques
heures de réaction, le milieu est évaporé a sec. Nous obtenons un composé fluorescent sous
lampe UV a 365 nm, reflétant une couleur bleue. Les signaux RMN du proton montrent
uniquement la présence de protons aromatiques. Alors que nous pensions avoir obtenu le
bon composé, nous nous sommes rendus compte, aprés une longue analyse de la molécule,
que nous avions en réalité synthétisé un aza-anthracene.

C'est en réfléchissant aux différentes cascades synthétiques possibles que nous avons
conclu a une séquence réactionnelle comprenant '’hydrolyse de I'acétal, une cyclisation
puis une décarboxylation du cycle pyrone. L'intermédiaire réactif ainsi obtenu subit alors
une réaction de Friedel et Craft suivie d'une déshydratation et d'une aromatisation pour

conduire a la formation de 'aza-anthracéne. (Schéma 94).
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Schéma 94 Mécanisme proposé de la formation de l'aza-anthracéne

Le composé attendu pyranopyridinone n’a pas été obtenu dans ces conditions. Le produit
contenant le motif lactone obtenu apres cyclisation en milieu acide s’est révélé trop instable
a haute température conduisant facilement a une décarboxylation. En revanche, un produit
non désiré intéressant de type aza-anthracene a été identifié comme produit de la réaction,
ces composés sont a ce jour assez peu exploités. Malheureusement, nous n’avons pas eu

I'occasion de donner suite a ce résultat.

Il nous a ainsi fallu revoir notre stratégie afin d’obtenir une fonction acide carboxylique a
la place du nitrile sur la molécule. Nous avons vu lors de la synthése du motif pyridolactone
via la méthode A que l'insertion d’ester en position 2 de la pyridine était possible et que
celui-ci donnera aisément 'acide carboxylique correspondant en milieu acide. Nous avons
alors opté pour I'utilisation des esters tert-butyliques qui semble étre une stratégie plus
réalisable car le groupement tert-butyle peut facilement se cliver en milieu acide.

Le dérivé tert-butyle 2-phénylacétate n’étant pas commercialement disponible, nous

décidons de le réaliser sur la pyridine en deux temps. Tout d’abord en insérant de I'acétate
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de tert-butyle sur la pyridine protégée puis en ajoutant le groupement phényle par une
réaction de substitution nucléophile aromatique. Nous avons alors engagé la pyridine
protégée 2 avec de l'acétate de fert-butyle, 2% molaire de palladium buXPhos G1 ainsi
quun excés de LiIHMDS dans du toluéne a froid pendant 5 minutes pour conduire

quantitativement au produit de couplage (Schéma 95).

O/> Acétate de tert-butyle 1,5 &q. 0/>
tbuXPhos Pd G1 2% mol
Y ° LiHMDS 3 éq. B 00

N™ “Cl Toluéne N OtBu
5 min 0°C
2 quantitatif 111

Schéma 95 Réaction d'insertion du groupement tert-butylacétate sur la pyridine 2

Une fois 'intermédiaire ester 111 obtenu, il nous fallait alors insérer le motif phényle. Pour
ce faire, nous avons choisi d'utiliser le para-nitrofluorobenzéne comme substrat
réactionnel. En effet, un cycle benzéne ne serait probablement pas suffisamment réactif
ici, a contrario avec un groupement électro-attracteur en position para cela permettrait de
favoriser la réactivité du substrat. Pour réaliser cette substitution nucléophile aromatique,
nous avons utilisé 1 équivalent de para-nitrofluorobenzéne et un exces de NaH dans du
THEF. Le composé désiré est obtenu apres un temps réactionnel de 3 heures avec un

rendement faible de 21% (Schéma 96).

O/> O/>
p-nitrofluorobenzene 1 éq.

N/ OtBu THF N/ OtBu
3hta.
21%
111 112

Schéma 96 Réaction d'insertion du groupement para-nitrophényle

A ce stade, il ne nous restait plus qua cycliser la molécule pour tenter d’obtenir la
pyranopyridinone souhaitée. Nous avons engagé notre composé 112 dans un milieu acide
avec du HCI concentré dans du THF a température ambiante pendant 24 heures (Schéma

97).
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Schéma 97 Réaction de cyclisation

De maniére assez surprenante nous nous rendons compte qu’il devient difficile de
déprotéger 'aldéhyde lors de cette étape. En effet, aprés plusieurs heures de réaction,
I'acétal est toujours présent sur la molécule. Apres analyse par RMN du milieu réactionnel
nous constatons qu'une partie seulement est déprotégée mais nous ne visualisons pas de

forme totalement cyclisée de la molécule.

Nous avons alors repris les essais réalisés avec 'acétate de tert-butyle afin de cycliser
directement cet intermédiaire ce qui nous donnerait accés a la pyranopyrdidone sans
substituant en position 8. Pour cela, nous avons engagé le composé 111 dans des conditions
acides fortes (Schéma 98).

Un premier essai a été réalisé avec du HCI dans du THF, ce qui revient a entreprendre les
conditions utilisées pour I'obtention des naphthyridinones. Malgré un temps prolongé, la
réaction n’a pas été concluante quant a la formation du produit désiré.

Le deuxiéme essai consistait a utiliser de I'acide sulfurique en exces puis d’avoir recours a
un chauffage modéré. Une dégradation du milieu est observée en fin de réaction.

Le dernier essai est réalisé cette fois-ci dans du HCI concentré sans solvant, tout d’abord a
température ambiante puis sous chauffage modéré pendant quelques heures avant de
laisser agiter la réaction pendant 20 heures. Aucune cyclisation de la molécule n’est

observée, seul le départ du groupement fert-butyle est constaté.
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| N oo 3ht.a—>20h50°Q/ Z N0
NG OtBu SN0
H,SO, excés
3hta —> 4h50°C
111 - 114

Schéma 98 Essais de cyclisation du composé 111

A lissue de ces différents essais nous avons conclu qu'il n’est pas si simple d’obtenir la
pyranopyridinone désirée. Malgré nos essais de synthese utilisant différentes stratégies
nous ne sommes pas parvenus a obtenir la molécule cible.

Nous supposons que ce bicycle est potentiellement instable ce qui expliquerait les
difficultés ainsi rencontrées. Cette instabilité est d’ailleurs déja connue sur l'analogue
benzéne. Celui-ci se réarrangement spontanément par ouverture de cycle pour donner la

1 H-isochromen-1-one (Schéma 99).27

o] o 0
C’/
L — OB — X1 — OO
X 0 o C X H
H

Schéma 99 Réarrangement par ouverture de cycle de la 2-benzopyran-3-one
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Conclusion

Au cours de ce chapitre de synthése, nous avons parcouru 'ensemble des travaux réalisés
par I'équipe sur le développement de 3 voies de syntheése de la 5,8-dihydro-7H-pyrano[4,3-
blpyridin-7-one ainsi que sa fonctionnalisation démontrant le potentiel de cette plateforme
synthétique. Cela nous a permis la réalisation de 2 isomeres de la pyridolactones
diversement substituées sur les positions 5 et 8, et les positions 1 et 4 par des groupements
alkyles et aryles (Figure 107).

Ce travail a notamment été mis en valeur par la parution d'une publication.*®

XY 0 Ny~ O XY O XY 0
L L L L
N (0] N (0] N (6] N (0]

5. 5 0565 0
< o

Figure 107 Ensemble des dérivés pyridolactones réalisés

Nous avons également étudié la faisabilité des pyridolactones en tant que nouvelles
structures semi-rigides comme analogues de composés anti-histaminiques. En ce sens,
trois composés ont jusque-la été obtenu (Figure 108). Ce travail nécessite tout de méme
un effort supplémentaire afin d’évaluer leurs propriétés biologiques et pourra amener

ensuite a réaliser une étude structure-activité.
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Figure 108 Structures semi-rigides proposées en tant qu'anti-histaminiques

Enfin, nous avons exploré un ensemble de stratégies variées afin de réaliser le bicycle
7H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one cible. Malgré nos efforts, cette molécule n'a pu étre
obtenue par les différentes synthéses employées. Ceci pourrait étre expliqué par l'instabilité
de ce type de structure, phénomeéne déja connu sur la version benzéne. De plus, nous
rappelons que l'essentiel de ce travail a été effectué sur l'isomere de la structure proposée
par Pitt et al. Une différence de faisabilité entre ces 2 isomeéres pourrait également étre a
l'origine de cet échec ou peut-étre sommes-nous, a la frontiére entre la chimie théorique

et la chimie expérimentale ?
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Conclusion générale
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Conclusion générale

Cette theése retranscrit les travaux réalisés sur la conception et 'étude de nucléosides
fluorescents artificiels construits a partir d’hétérocycles originaux. Ces outils moléculaires
permettraient, par détection de fluorescence, une mise en évidence de différents processus
biologiques tels que les interactions entre les acides nucléiques et les protéines, mais
également la conformation de 'ADN lors de ces interactions. Ces bases fluorescentes
peuvent aussi étre employées dans la détection de mutations ou de délétions de bases
naturelles aboutissant a des maladies génétiques.

Ce travail exploratoire a été imaginé a la suite de résultats intéressants concernant des
structures hétéroaromatiques fluorescentes obtenues lors de theses précédentes. En effet,
I'équipe Chembio a su mettre a profit ses connaissances et compétences en chimie
hétérocyclique afin de proposer une toute nouvelle application biologique au sein du
laboratoire.

La premiere structure abordée lors de cette thése correspond au bicycle 1,6-
naphthyridin-7-one qui a initialement été découvert de maniére fortuite lors d'un travail
engagé sur I'élaboration d'un autre hétérocycle, la 3-pyranopyridinone. Ces bicycles et leurs
isomeres découlent d'une étude in-silico proposée par Pitt et al.

Inspirés par ces travaux, nous avons su optimiser, durant cette these, la synthese du bicycle
naphthyridinone ainsi que démontré le potentiel de cette plateforme synthétique. Nous
avons proposé un travail d’exemplification et de diversification par linsertion de
groupements électroniquement donneurs ou accepteurs en position 4 et 8 de la molécule.
Il est connu que 'apport d’effets électroniques par des substituants sur un fluorophore peut
permettre d’en moduler ses propriétés photophysiques grace notamment & mécanisme de
type donneur-accepteur. C'est en ce sens que nous avons synthétisé une petite librairie de
naphthyridinones diversement substituées et étudié ses effets sur les propriétés spectrales
afin de concevoir un fluorophore qui absorbe dans le visible et dont d’émission de
fluorescence corresponde a des longueurs d’onde au-dela du bleu, ainsi qu'un rendement
quantique appréciable dans les milieux aqueux.

Ce travail de syntheése a été effectué par 'emploi de réactions faciles a mettre en ceuvre et

a partir de substrats commerciaux simples.
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Nous avons ensuite étudié et développé les propriétés photophysiques intéressantes en
milieu aqueux, des naphthyridinones et plus particulierement de la 8-phényle-
naphthyridinone, que nous avons comparé aux milieux organiques. En effet, cet isomeére
étant peu connu il nous a paru important de reporter 'ensemble de ses caractéristiques
spectrales.

Suite a cette étude, nous avons montré que nos composés absorbent dans le domaine du
visible (364 nm - 420 nm) et réémettent a des longueurs d’onde correspondant au vert en
milieu aqueux. Ils possédent également des déplacements de Stokes appréciables (de
37 nm a 164 nm).

Nous avons pu voir que les substitutions effectuées ne permettaient pas une variation
importante des propriétés spectrales du composé. Ainsi, d’autres types de substituants
placés a différentes positions seront nécessaires si I'on souhaite moduler davantage ces
caractéristiques.

Notre molécule s’est, aussi, avérée sensible a son environnement. Nous avons démontré
un solvatochromisme de notre composé. En effet, des longueurs d’onde d’émission
différentes sont obtenues dans les solvants aprotiques (420 nm) et les milieux protiques
(540 nm) correspondant respectivement aux formes tautomeres lactime et lactame. Un
acidochromisme a également été observé et démontré par la mise en évidence de 3 especes
différentes selon le pH du milieu environnant.

Par la suite, un long travail de synthese a été nécessaire afin de trouver une facon de lier
notre bicycle a un ose de type ribose ou désoxyribose en vue d’obtenir notre premier
nucléoside artificiel.

Une synthése convergente utilisant un couplage CuAAC entre la 2-chloro-4-éthynyl-
pyridine diméthylacétale et le 2,3,5-Tri-O-(tert-butyldimethylsilyle)-B-D-ribofuranosyl
azide aura finalement permis l'obtention de ce nucléoside en 9 étapes.

Une évaluation des propriétés spectrales (absorbance et émission) a été réalisé sur les 2
nucléosides fluorescents artificiels obtenus. Un effet bathochrome, par rapport au cycle
naphthyridinone seul, est constaté dans les deux cas, avec des longueurs d’onde d’émission
maximum a 536 et 557 nm. Seulement, une perte conséquente de lintensité de
fluorescence est également observée. Ces premiers nucléosides nous permettront tout de
méme d’initier un travail applicatif mais nécessiteront, eux aussi, des modifications

synthétiques permettant une amélioration de leurs propriétés photophysiques.
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Une évaluation de cytotoxicité a notamment été réalisée sur les nucléobases artificielles
synthétisées et nous confirme que celles-ci sont adaptées pour une éventuelle application
en milieu biologique de par leur non-cytotoxicité.

Enfin, une transformation de ces nucléosides artificiels en nucléosides phosphoramidites a
été entreprise en fin de these dans le but de pouvoir synthétiser, de facon supportée sur

phase solide, un petit oligonucléotide comportant une base fluorescente.

Durant ce travail de thése, une deuxiéme structure la 3-(3-phenyl-1[{-1,2,4-triazol-5-
yDpyridin-2(1H)-ones, a également été exploitée en tant que futur nucléoside fluorescent
artificiel. Sa synthése a été initiée lors de travaux précédemment réalisés par 1'équipe
Chembio entre 2010 et 2018 qui ont permis l’élaboration de nombreux types de 1,2,4-
triazoles bi et tri-substitués.

Nous avons poursuivi nos recherches avec les motifs 3-(3-phenyl-1/-1,2,4-triazol-5-
yDpyridin-2(1H)-ones selon le méme principe que vu précédemment avec la structure
1,6-naphthyridin-7-one.

Dans un premier temps des stratégies consistants a lier le triazole et un ose de type ribose
ou désoxyribose ont été explorés. Finalement, les 1,2,4-triazole nucléosides ont été obtenus
avec succes a partir de dérivés pyrido-oxazinones différemment substituées et d'un sucre
hydrazine selon un mécanisme de type ANRORC. Cette stratégie nous a permis d’obtenir
a ce jours 3 dérivés nucléosidiques.

Une évaluation des propriétés spectrales a été entreprise sur les dérivés triazoles. Ceux-ci
se révelent étre fluorescents mais a des longueurs d’onde trop faibles (bleu) pour
correspondre aux caractéristiques actuellement recherchées dans le domaine de la biologie.
De méme, les formes nucléosidiques de ces composés triazoliques se sont révélées
fluorescentes ce qui était plus mitigé pour le cas des structures nucléosidiques des
naphthyridinones. Pour un décalage vers le rouge de la fluorescence, une modulation
efficace de la plateforme 1,2,4-triazole-pyridin-2-one est donc nécessaire afin d’améliorer

le potentiel de nos composés.
Au bilan, ce travail de thése issu d'un projet totalement nouveau dans 1'équipe, nous a

permis d’obtenir des premiers modeéles originaux de nucléobases fluorescentes artificielles.

Ces résultats encourageants ouvrent des perspectives d’applications pour ces nouveaux

211



composés en tant que nucléosides fluorescents. Leur insertion dans un oligonucléotide
ainsi que I'étude spectrale de leur interaction avec les bases nucléiques naturelles nous

permettraient d’apporter une preuve de concept sur ces nouvelles molécules.
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Partie expérimentale
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Experimental section

Materials and instruments

All reagents and solvents were purchased from commercial suppliers, Sigma-Aldrich, TCI,
Alfa-Aesar or fluorochem.

All reactions were monitored by TLC on silica gel 60 F254 plates and revealed using UV
lamp (A= 254 nm).

Flash chromatography was carried out on a puriflash 430 instrument (Interchim) using
30 um spherical silica or 40-60 pm irregular silica cartridges.

Reactions involving air or moisture sensitive reagents were carried out under an inert
atmosphere (argon).

THF was distillated over sodium/benzophenone. DCM and ACN were distillated over
calcium hydride. Pyridine and 2,6-lutidine were distillated over K,COs.

All final compounds were analyzed by high-resolution ESI mass spectrometry (HRMS) in
MeOH using a microTOF-Q mass spectrometer fitted with an electrospray ion source.
NMR spectra were recorded on a Bruker Avance III spectrometer at 300 or 400 MHz for
'H and 100 MHz for *C. 2D NMR experiments such as 'H-'H COSY and 'H-"*C HSQC
experiments were performed to enable signal attributions. Chemical shifts (§) are given
in ppm, referenced to the residual solvent, coupling constant (/) are measured in hertz
(Hz). Multiplicity is indicated as follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quadruplet; dd,
doublet of doublet; m, multiplet.

The melting point were performed on electrothermal IA 91000.

Reactions with microwave assistance were performed using a Biotage Initiator™ 2.0
apparatus in a Biotage 10-20 mL microwave vial, at the indicated temperature, on very high
absorption mode, for an indicated period of time.

UV/Vis absorption spectra were measured using a JASCO V670 spectrophotometer at
20° C.

Emission spectra were performed on JASCO J-815 CD spectrofluorometer at 20° C.
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Protocols and characterization of compounds

General procedure A

To a stirred solution of 2-chloro-3-pyridinecarboxaldehyde (2 g, 14 mmol) and ethylene
glycol (1.58 mL, 28.2 mmol) in toluene (50 mL) was added p-toluenesulfonic acid hydrate
(PTSA, H,0O) (1.065 g, 5.6 mmol). The reaction mixture was refluxed for 5 h with a Dean-
Stark apparatus. After cooling to room temperature, a saturated aqueous solution of
Na;COs(sat) was added. The compound was extracted with DCM (3 x 30 mL). The
combined organic phases were washed with brine, dried over MgSO4 and concentrated
under reduced pressure. The resulting residue was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/ethyl acetate 7/3) to afford the title compound.

2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine 2
CAS [65753-46-0]

The compound is obtained following the general procedure A
White solid, mpue= 2.1 ¢
Yield: 81%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): § 8.40 (dd, 1H, /= 4.84 Hz, /= 1.98 Hz, Hs), 7.95
(dd, 1H, /=7.48 Hz, / =1.76 Hz, Hs), 7.29 (dd, 1H, J =7.48 Hz, J =4.84 Hz, Hu), 6.10 (s,
1H, He), 4.19-4.06 (m, 4H, Hys)

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d): § 150.3 (Cs), 149.1 (Cy), 137.1 (C3), 131.8 (C,), 123.3
(C4), 99.3 (Ce), 65.1 (C7 Cs)
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2-(p-tolyl)acetonitrile 6
CAS [11434803]

Potassium cyanide (KCN) (263 mg, 4,05 mmol) was added to a stirred

solution of 4-methylphenylbromide (500 mg, 2.7 mmol) in 3 ml of dry DMF.
The reaction mixture was stirred at 80° C for 18 h. The solution was cooled at room
temperature and quenched by addition of a saturated aqueous solution of NaHCOs (5 mL)
until pH= 10. The compound was extracted with EtOAc (3 x 20 mL) and the combined
organic layer were washed with brine, dried over MgSO,, and concentrated under reduced
pressure.

The residue was purified by silica gel chromatography (Pentane/EtOAc 5%).

Colorless oil, mpue= 186 mg

Yield: 53%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.37 — 7.05 (m, 4H, Huss/s), 3.72 (s, 2H, H,), 2.38
(S’ 3H7 H9>

2-(4-((trimethylsilyl)ethynyl) phenyl)acetonitrile 8

To a stirred solution of 4-bromophenylacetonitrile (2 g, 10 mmol) in 20 mL
of toluene was bubbled argon for 5 min. Then PdCl,(PPh3); (140 mg, 2% mol), °
Cul (19 mg, 1% mol), diazabicyclooctane (DABCO) (2.24 g, 20 mmol) and SiMey

trimethylsilylacetylene (TMSA) (2.4 ml, 17 mmol) were added. The solution ~—

was stirred at 90° C for 4 h under argon. The resulting mixture was filtered over a pad of
celite® and purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc 9/1) to afford the
title compound as a colorless oil.

Colorless oil, mpue=1.9 g

Yield: 83%

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.49 (d, 2H, Hys), 7.29 (d, /= 8.1 Hz, 2H, Hs),
3.77 (s, 2H, H,), 0.28 (s, 9H Hy,)
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General procedure B

Sodium hydride (NaH) (64,8 mg, 1.62 mmol) was added to a stirred solution of 2-chloro-
3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine 2 (100 mg, 0.54 mmol) in dry THF (2 mL). Arylacetonitrile
(113 pL, 1.08 mmol) was added in one portion and the reaction mixture was refluxed for
3 h to 48 h. The solution was cooled to room temperature and neutralized by addition of
water. The compound was extracted with EtOAc (3x). The combined organic layers were
washed with brine, dried over MgSO,, concentrated under reduced pressure. The resulting
residue was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/Et,O 6/4) to afford the

tittle compound.

2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl]-2-phenylacetonitrile 3a

The compound is obtained following the general procedure B from the

phenylacetonitrile (113 pL, 1.08 mmol) for 3 h of reaction time.

Colorless oil, mpue=114.6 mg

Yield: 80%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) : & 8.68 (dd, 1H, /= 4.77 Hz, /= 1.65 Hz, Hs), 7.93
(dd, 1H, J=7.70 Hz, /= 1.28 Hz, Hs), 7.49-7.43 (m, 2H, Hay14), 7.40-7.28 (m, 4H, Hi213,15,16),
595 (s, 1H, He), 588 (s, 1H, He), 4.17-404 (m, 4H, H; Hs) ppm;
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) : § 153.1 (Cy), 149.9 (Cs), 135.8 (Cs), 134.4, 131.3,
130.4, 128.9 (C12), 128.1 (C13), 123.1 (C4), 119.0 (C1o), 100.4 (Cs), 65.3 (Cys8), 65.2 (Cyss),
41.3 (Co)

HRMS (ESI +): caled for Ci16H1aN,O,H: 267.1134; found: 267.1134 [M+H]*

2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl]-2-(pyridine-2-yl)acetonitrile 3b TN

The compound is obtained following the general procedure B from 2-

pyridylacetonitrile (602 uL, 5.4 mmol) for 4 h of reaction time.

Pale yellow oil, mpu= 238 mg 13
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Yield: 33%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.48 (dd, /= 4.8, 1.8 Hz, 1H, Hs), 8.38 (dd, 1H,
Hi), 7.77 (dd, J=7.9, 1.8 Hz, 1H, Hs), 7.55 (td, /= 7.7, 1.9 Hz, 1H, Hizx), 7.44 (dt, /=
7.9, 1.0 Hz, 1H, Hiz1a), 7.14 (dd, /= 7.8, 4.8 Hz, 1H,Huus), 7.06 (dd, /= 7.6, 4.8, 1.2 Hz,
1H, Hazs), 6.03 (s, 1H, He), 5.96 (s, 1H, Hs), 3.99 - 3.88 (m, 4H, Hyss).

2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl]-2-(thiophen-2-yl)acetonitrile 3c

The compound is obtained following the general procedure B from

2-thienylacetonitrile (57 pL, 0.54 mmol) for 20 h of reaction time.

Brown oil, mpue= 84.5 mg

Yield: 57%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.68 (dd, /= 5.1, 1.6 Hz, 1H, Hs), 7.88 (dd, /= 7.9,
1.7 Hz, 1H, Hs), 7.31 (dd, /= 7.9, 4.8 Hz, 1H, H), 7.25 (d, /= 5.0 Hz, 1H, Hy,), 7.14 (d, J
= 3.5 Hz, 1H, Hyy), 6.94 (t, /= 5.0, 3.8 Hz, 1H, Hi3), 6.13 (s, 1H, Hy), 5.89 (s, 1H, Ha), 4.15
— 4.03 (m, 4H, H; Hs).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 152.7 (Cy), 150.3 (Cs), 136.3 (Cy), 135.7 (Cs), 130.7
(Cyy), 127.3, 126.8, 126.6, 123.3 (Cy), 118.5 (Cio), 100.7 (Cs), 65.3 (Crs), 65.2 (Cyjs), 37.2
(Co).

HRMS (ESI +): calcd for C14H1,N,0,SH: 273.0698; found: 273.0699 [M+H]*

2-(4-bromophenyl)-2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-ylJacetonitrile 3d

The compound is obtained following the general procedure B from
4-bromophenylacetonitrile (1.06 g, 5.4 mmol) for 5 h of reaction time.
Mpure= 930 mg

Yield: 99% >
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'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.67 (dd, /= 4.8, 1.7 Hz, 1H, Hs), 7.91 (dd, /= 7.9,
1.7 Hz, 1H, Hy), 7.50 (d, 2H, Hyis His), 7.38 (d, /= 8.2 Hz, 2H, Hi; Hie), 7.31 (dd, /= 11.1,
3.3 Hz, 1H, Hu), 5.89 (s, 1H, Hs), 5.87 (s, 1H, Ho), 4.19 — 3.97 (m, 4H, H; Hy).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 152.8, 150.3 (Cs), 135.8 (C3), 133.8, 132.0 (C15/C1a),
130.9 (Ci11/Cis), 129.9, 123.2 (Cy), 122.4, 118.8 (Cyo), 100.8 (Cs), 65.3 (Cyys), 65.2 (Crs5), 40.8
(Co).

HRMS (ESI +): caled for Ci¢Hi3BrN,O,H: 345.0239; found: 345.0240 [M+H]*

2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl]-2-(4-methoxyphenyl)acetonitrile 3e

The compound is obtained following the general procedure B from

4-methoxyphenylacetonitrile (80 uL, 1.77 mmol) for 48 h of reaction

time.

1** purification on silica gel (Cyclohexane/Et,O 5/5)

22 purification on silica gel (DCM/MeOH 1%)
Yellow oil, mpure= 270 mg

Yield: 84%

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8.66 (d, /=4.7,1.4 Hz, 1H, Hs), 7.94 (d, /= 7.7, 1.2 Hz,
1H, Hs), 7.45 (dd, /= 7.8, 4.7 Hz, 1H, Ha), 7.37 (d, /= 8.6 Hz, 2H, H;3/His), 6.93 (d, 2H,
Hizne), 5.99 (d, /= 2.2 Hz, 2H, Hs Hy), 4.13-3.99 (m, 4H, H; Hs), 3.73 (s, 3H, Hy7).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 159.3, 153.9 (Cy), 150.6 (Cs), 136.6 (C3), 130.9, 129.6
(C13/C15), 127.6, 123.8 (Ca), 120.4, 114.6 (C12/Ci6), 100.4 (Cs), 65.4 (Cy8), 65.4 (Cyss), 55.6
(C17), 39.8 (Cy).

HRMS (ESI +): caled for Ci7Hi6N,OsH: 319.1059; found: 319.1059 [M+Na]*
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2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl]-2-(4-methylphenyl)acetonitrile 3f

The compound is obtained following the general procedure B from
4-methylphenylacetonitrile (70 uL, 0.54 mmol) for 24 h of reaction time.

Yellow oil

Mpure= 120 mg
Yield: 79%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.66 (dd, /= 4.8, 1.9 Hz, 1H, Hs), 7.88 (dd, /= 8.0,
2.1 Hz, 1H, H3), 7.33 (d, 2H, Hi» Hie), 7.27 (dd, 1H, Hy), 7.14 (d, 2H, Hi3 His), 5.85 (s, 2H,
He Ho), 4.18 — 3.99 (m, 4H, H; Hs), 2.31 (s, 3H, Hi7).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) ¢ 153.5 (C1), 150.2 (Cs), 138.0 (C»), 135.3 (C3), 131.6
(Ci), 130.9 (Cia), 129.6 (Ciz, Ci6), 128.1 (Ci3, Cis), 122.9 (Ca), 119.3 (Cyo), 100.6 (Cs), 65.3
(Cass), 65.2 (Cr8), 41.2 (Co), 21.1 (Cy7).

HRMS (ESI+): caled for Ci7HisN,O,H: 281.1285; found: 281.1285 [M+H]*

2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine-2-yl]-2-(4-ethynylphenyl)acetonitrile 3g

The compound is obtained following the general procedure B from 2-(4-
((trimethylsilyl)ethynyl) phenyl)acetonitrile 8 (1 g, 4.68 mmol) for 20 h
of reaction time. The deprotection of the terminal alkyne occurred during

the reaction.

Purification by gel silica chromatography (Cyclohexane/Et,O 3/7)
Brown oil, mpue= 420 mg

Yield: 62%
'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.65 (dd, /=4.8,1.8 Hz, 1H, Hs), 7.89 (dd, /= 7.8,

1.8 Hz, 1H, Hs), 7.51 — 7.38 (m, 4H, Hy»/His/His/His), 7.29 (dd, /= 7.8, 4.8 Hz, 1H, H,),
5.87 (d, /= 8.2 Hz, 2H, He/H,), 4.21 — 4.01 (m, 5H, H7/Hy), 3.07 (s, 1H, Hys).
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13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 152.9 (C;), 150.3 (Cs), 135.6 (Cs), 135.2, 132.6
(C13/Cis), 131.0, 128.2 (C12/Cis), 123.1 (Ca), 122.2, 118.7 (C1o), 100.8 (Cs), 82.9, 78.0 (Cis),
65.3 (Cr8),65.2 (Cys8), 41.2 (Co).

HRMS (ESI +): caled for CisH1aN,O,H: 291.1134; found: 291.1134 [M+H]*

General procedure C

A 37% solution of hydrochloric acid (w/w, 328 uL, 3,94 mmol) was added to a stirred
solution of the corresponding aryl-2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl)aryl-2-yl]acetonitrile 3
(1.3 mmol) in THF (15 mL) . The solution was stirred at room temperature for 20 h. The

mixture was concentrated under vacuum to yield the corresponding hydrochloride salt.

8-phenyl-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4a

The compound is obtained following the general procedure C from

compound 3a (350 mg, 1.3 mmol).

Orange powder mpu.= 338 mg
Yield: quantitative
Mp > 300° C

'H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) & 9.16 (s, 1H, He), 9.01 (dd, /= 8.3, 1.7 Hz, 1H,
H.), 8.77 (dd, /= 5.6, 1.7 Hz, 1H, Hs), 7.64 — 7.56 (m, 3H, Hi; Hi, His), 7.56 — 7.48 (m,
1H, Hy), 7.40 (d, 2H, Hio Hus).

13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) § 162.1 (C;), 153.2 (Cs), 151.6 (Cy), 146.8 (Cy),
141.6, 130.4 (C10/Cia), 129.9 (C12), 129.8 (C11/C13), 129.1, 117.1 (Cy), 115.5, 114.9.

HRMS (ESI+): caled for CisHioN.OH: 223.0871; found: 223.0871 [M+H]*
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8-(pyridin-2-y1)-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4b

The compound is obtained following the general procedure C from

compound 3b (114 mg, 0.45 mmol).

Yellow powder, mpue= 115 mg
Yield: quantitative
Mp > 300° C

'H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) & 8.32 (d, /= 6.8 Hz, 1H), 8.28 (d, /= 6.9 Hz,
2H), 7.97 (ddd, /= 8.6, 7.0, 1.3 Hz, 1H), 7.66 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 7.40 (t, /= 6.9 Hz, 1H),
7.24 - 7.17 (m, 1H), 7.12 (s, 1H).

13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) & 148.6, 143.9, 142.5, 141.2, 139.3, 139.1, 121.4,
121.1,117.5, 117.3, 116.9, 83.1, 62.5.

HRMS (ESI +): caled for C13sHoN3;OH: 223.0824; found: 224.0824 [M+H]*

8-(thiophen-2-y1)-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4c

The compound is obtained following the general procedure C from
compound 3c (67.5 mg, 0.25 mmol).
Black solid, mpue= 65 mg

Yield: quantitative
Mp > 300° C

IH NMR (300 MHz, Deuterium Oxide) & 9.08 (s, 1H, Hs), 8.90 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H,),
8.80 (d, ] = 5.5 Hz, 1H, Hs), 7.72 (d, ] = 5.1 Hz, 1H, Hyy), 7.53 — 7.42 (m, 1H, H,), 7.35 —
7.16 (m, 2H, Hyo Hi).

13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) § 161.9 (Cy), 153.5 (C3), 151.2 (Cy), 147.1 (Cs),
130.8,129.9, 128.8, 128.2, 117.3 (Cy), 62.5.

HRMS (ESI+): Caled for C,HsN,OSH 229.0430; found 229.0430 [M+H]*
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8-(4-bromophenyl)-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4d

The compound is obtained following the general procedure C from
compound 3d (565 mg, 1.63 mmol)
Mpure= 540 mg

Yield: quantitative
Mp > 300° C

'H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) & 9.18 (s, 1H, He), 9.02 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H,
H.), 8.79 (dd, ] = 5.6, 1.7 Hz, 1H, Hs), 7.76 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, Hy; Hi3), 7.52 (dd, ] = 8.4,
5.6 Hz, 1H, H,), 7.32 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H;o His).

13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) § 153.3, 151.7, 147.1, 132.9 (Cyy Cia), 132.3 (Cy;
Ci3), 128.2,123.6, 117.1, 115.5, 62.5.

HRMS (ESI+): caled for C1sHoBrN,O: 299.99; found: 300.99 [M+H]*

8-(4-methoxyphenyl)-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4e

The compound is obtained following the general procedure C from
compound 3e (50 mg, 0.17 mmol).

Orange solid, mpuwre= 53 mg

Yield: quantitative
Mp > 300° C

'H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) & 9.13 (s, 1H, He), 9.00 (dd, /= 8.4, 1.7 Hz, 1H,
H.), 8.77 (dd, /= 5.6, 1.7 Hz, 1H, H3), 7.50 (dd, /= 8.4, 5.6 Hz, 1H, H,), 7.37 — 7.28 (m,
2H, Hu/His), 7.17 - 7.06 (m, 2H, Hio/H14), 3.86 (s, 3H, His)

13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) § 162.2 (Cy), 159.9, 153.1 (C3), 151.6 (C1), 146.3
(Ce), 141.5, 131.9 (C11/Ci3), 121.3, 117.0 (Cp), 115.5, 115.2 (C1o/C1s), 114.6, 55.4 (Ci5).
HRMS (ESI+): caled for CisH12N>O,K: 291.0536; found 291.0934 [M+K]*
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8-(4-methylphenyl)-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4f

The compound is obtained following the general procedure C from
compound 3f (108 mg, 0.38 mmol).
Orange solid, mpuwre= 107 mg

Yield: quantitative
Mp > 300° C

'H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) & 9.14 (s, 1H, He), 9.00 (dd, /= 8.4, 1.7 Hz, 1H,
H.), 8.76 (dd, /= 5.6, 1.7 Hz, 1H, Hs), 7.50 (dd, /= 8.3, 5.6 Hz, 1H, H,), 7.41 (d, /= 7.9
Hz, 2H, H10 Hi4), 7.28 (d, 2H, H11 His), 2.39 (s, 3H, His).

13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) § 162.2 (C;), 153.2 (Cs), 151.6 (Cy), 146.4 (Cy),
141.5, 140.3, 130.3 (Cio C14), 130.2 (C11 Ci3), 125.8, 117.0 (C2), 115.5, 115.1, 62.5, 20.5 (Cis).
HRMS (ESI+): Caled for CisH12N.OH 237.1022; found 237.1025 [M+H]*

8-(4-methoxyphenyl)-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-7-one, hydrochloride salt 4g

The compound is obtained following the general procedure C from
compound 3g (338 mg, 1.16 mmol)
Yellow solid, mpue= 320 mg

Yield: quantitative
Mp > 300° C

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & 9.16 (s, 1H, Hs), 8.90 (dd, /= 4.6, 1.8 Hz, 1H, H,), 8.69
(dd, /=8.4,1.8 Hz, 1H, Hs), 7.66 — 7.48 (m, 4H, Hyo/Hy1/His/Hua), 7.49 — 7.43 (m, 1H, H,),
4.24 (s, 1H, Hy).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 161.2 (C7), 154.7 (Cy), 150.6 (Cs), 134.0, 132.1 (Cy0/C1s),
131.65 (C11/Ci3), 121.1, 118.9 (Cy), 118.1, 84.1, 81.4 (Cys).

HRMS (ESI+): caled for CisHiN,0,H: 247.0871, found: 247.0866 [M+H]*
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2,4-dibromo-3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine 13

The compound is obtained following the general procedure A from 2,4- ) E

dibromo-pyridine carboxaldehyde (1 g, 3.7 mmol) for 4 h of reaction

time.
White solid, mpue=1.058 g
Yield: 93%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.13 (dd, /= 5.2 Hz, 1H, Hs), 7.52 (dd, /= 5.2 Hz,
1H, Hy), 6.36 (s, 1H, He), 4.34 (d, /= 6.6 Hz, 2H, Hys), 4.11 (d, /= 6.9 Hz, 2H, Hys).

13C NMR (100 MHz, CDCl5) & 150.2 (Cs), 144.2 (Cy), 135.4 (Cs), 130.6 (Cs), 129.1 (Cy),
103.6 (Cy), 66.1 (C; Cs) ppm.

HRMS (ESI+): caled for CsH7Br,NO,H 307.8916; Found: 307.8918 [M+H]*

4-bromo-2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine 17

The compound is obtained following the general procedure A from

2-chloro-4-iodo-pyridine carboxaldehyde (1 g, 3.74 mmol) for 4 h of

reaction time. The resulting residue was purified by silica gel chromatography
(Cyclohexane/ethyl acetate 9/1) to afford the title compound.

Yellow solid, mpue=1.1 ¢

Yield: 94%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.94 (dd, /= 5.1, 1.2 Hz, 1H, Hs), 7.82 (dd, 1H,
Ha.), 6.26 (s, 1H, Hs), 4.35 (d, /= 6.7 Hz, 2H, Hys), 4.10 (d, 2H, Hys).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 151.5 (Cs), 149.6 (Cy), 135.7 (Cs), 130.7, 109.1,
104.1 (Cs), 66.0 (C7/Cs).

HRMS (ESI+): caled for CsH;CIINO,H 311.9283; Found : 311.9284 [M+H]*
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4-iodo-2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine-2-yl]-2-phenylacetonitrile 18

The compound is obtained following the general procedure B from
compound 17 (200 mg, 0.64 mmol) for 3 h of reaction time. The

resulting residue was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/ethyl acetate 9/1) to afford the title compound.
Mpure= 90 mg

Yield: 36%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ¢ 8.37 (d, /= 5.3 Hz, 1H), 7.50 — 7.33 (m, 5H), 7.18
(d, /=5.2 Hz, 1H), 6.35 (s, 1H), 6.17 (s, 1H), 4.43 — 4.00 (m, 5H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 150.7,149.0, 134.4,129.2, 128.4, 127.6, 126.8, 124.8,
118.4, 101.5, 65.0, 65.0, 36.6.

HRMS (ESI+): caled for CigHisIN20,: 392.0095, found: 393.0095 [M+H]*

8-phenyl-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-4-ol, hydrochloride salt 21

The compound is obtained following the general procedure C from

compound 18 (80 mg, 0.2 mmol) for 48 h of reaction time.

Pale yellow solid, mpue= 57 mg

Yield: quantitative

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.77 (s, 1H), 8.33 (s, 1H), 7.58 — 7.22 (m, 6H), 6.97
(d, /=6.5Hz, 1H), 5.79 (d, /= 7.7 Hz, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 161.8, 161.4, 143.1, 140.1, 135.2, 134.2, 131.1, 129.2,
128.4, 127.6, 120.7, 109.3, 100.8, 63.2, 39.6.

HRMS (ESI+): caled for CiaH1oN,O,H: 238.0821, found 238.0821 [M+H]*
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General procedure D

Arylboronic acid derivative (1 eq) was added to a stirred solution of 2-chloro-4-iodo-3-
pyridinecarboxaldehyde (250 mg, 0.93 mmol), potassium carbonate (257 mg, 1.86 mmol)
in a binary mixture of THF/H,O (v/v 4/1). The reaction mixture was degassed by freeze-
pump-thaw (3 cycles) and tetrakistriphenylphosphine palladium (3%) was added. The
reaction mixture was refluxed for 20 to 48 hours. The reaction was quenched by addition
of saturated aqueous solution of NH,Cl and the compound was extracted with EtOAc (x3).
The combined organic layers were washed with H,O, dried over MgSO, and concentrated

under reduced pressure. The crude product was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/EtOAc 9/1).

2-chloro-4-(4-methoxyphenyl)nicotinaldehyde 23a

The compound is obtained following the general procedure D from

4-methoxyphenylboronic acid (142 mg, 0.93 mmol) for 20 h of reaction

time.

Yellow solid, mpue= 177 mg
Yield: 88%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ¢ 10.07 (s, 1H, His), 8.42 (d, /=5.1 Hz, 1H, Hs), 7.23
(d, /=5.1 Hz, 1H, Hy), 7.21 - 7.17 (m, 2H, Hs/H10), 7.03 - 6.87 (m, 2H, H7/H11), 3.80 (s,
3H, Hip).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 190.1 (Ci3), 160.8, 154.2 (C1), 151.3 (Cs), 151.0,
130.7 (Cs, Ci0), 128.0, 127.5, 124.6 (Ca), 114.3, 55.4 (C12).

HRMS (ESI+): caled for CisHioCINO,H: 248.0473, found: 248.0473 [M+H]*
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2-chloro-4-phenylnicotinaldehyde 23b

The compound is obtained following the general procedure D from

phenylboronic acid (228 mg, 1.87 mmol) for 48 h of reaction time.

Yellow solid, mpue= 207 mg
Yield: 51%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 10.21 (s, 1H, Hi,), 8.56 (dd, /= 5.0 Hz, 1H, Hs),
7.56 — 7.42 (m, 3H, Hs, Ho, Hio), 7.42 — 7.24 (m, 3H, Ha4, H7, Hiv).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 189.8 (C1,), 154.5 (C1), 151.5 (Cs),151.2 (C»), 135.6,
129.4 (Cs), 129.0 (Cs, Cio), 128.7 (C7 C11), 128.0, 124.8 (Ca).

HRMS (ESI+): caled for CioHsCINOH 218.0367, found 218.0366 [M+H]*

2-chloro-4-(4-(trifluoromethyl) phenyl)nicotinaldehyde 23c

The compound is obtained following the general procedure D from
4-trifluomethylphenylboronic acid (355 mg, 1.87 mmol) for 48 h of reaction

time.

Yellow solid, mpue= 200 mg
Yield: 37%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) ¢ 10.25 (s, 1H, His), 8.51 (d, /=5.0 Hz, 1H, Hs), 7.65
(d, /= 8.0 Hz, 2H, Hs, Hio), 7.34 (d, /= 8.0 Hz, 2H, H7, Hi1), 7.19 (d, /= 5.0 Hz, 1H, HJ).
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 189.5 (Ci3), 152.6, 152.6, 152.1, 139.8, 129.1, 127.6,
125.6, 125.6, 125.5, 125.5, 125.0 (Ca).

HRMS (ESI+): calcd for CisH;CIFsNOH: 286.0247, found 286.0204 [M+H]*
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4-(2-chloro-3-formylpyridin-4-yl)benzonitrile 23d

The compound is obtained following the general procedure D from

4-cyanophenylboronic acid (290 mg, 1.97 mmol) for 48 h of reaction time.

Mpure= 77 Mg

Yield: 19%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ¢ 10.31 (s, 1H, His), 8.53 (d, /= 5.0 Hz, 1H, Hs), 7.68
(d, /=8.0 Hz, 2H, Hs, Hio), 7.32 (d, /= 8.0 Hz, 2H, H7, Hi1), 7.16 (d, /= 5.0 Hz, 1H, Ha).
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 189.4 (Cis), 153.3, 152.3 (Cs), 151.8, 141.1, 132.2
(Cs, Ci0), 129.2 (C7, C11), 127.2, 124.9 (C4), 118.1, 113.1.

2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-(4-methoxyphenyl) pyridine 24a
The compound is obtained following the general procedure A from

2-chloro-4-(4-methoxyphenyl)nicotinaldehyde 23a (177 mg, 0.81 mmol)

for 4 h of reaction time.

Yellow solid, mpue= 140 mg
Yield: 59%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.27 (d, /J=4.9 Hz, 1H, Hs), 7.20 (d, 2H, H18, Hio),
7.04 (d, /=4.9 Hz, 1H, Hy), 6.88 (d, 2H, Hy, Hi1), 5.92 (s, 1H, Hi3), 4.01 — 3.87 (m, 2H,
Hians), 3.87 — 3.66 (m, 5H, Hiys, Hio).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 159.8, 154.1, 151.5, 148.7 (Cs), 130.2 (Cs, Cio),
129.9,127.6, 124.7 (C4), 113.5 (C7, Ci1), 101.1 (C13), 65.8 (C14, Cis), 55.3 (C12).

HRMS (ESI+): caled for CisHisCINOsH: 292.0762, found: 292.0735 [M+H]*
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2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-phenylpyridine 24b

The compound is obtained following the general procedure A from

2-chloro-4-(phenyl)nicotinaldehyde 23b (207 mg, 0.95 mmol) for 6 h of

reaction time.
Mpure= 150 mg
Yield: 60%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.31 (d, /= 5.0 Hz, 1H), 7.35 (d, /= 5.2, 1.9 Hz,
3H), 7.28 — 7.22 (m, 2H), 7.05 (d, /= 5.0 Hz, 1H), 5.92 (s, 1H), 3.96 — 3.71 (m, 4H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 154.3, 151.7, 148.8, 137.8, 128.8, 128.2, 128.0,
127.85,124.7, 101.1, 65.7.

HRMS (ESI+): caled for CiaHi,CINO,H: 262.0657, found: 262.0629 [M+H]*

2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-(4-(trifluoromethyl) phenyl) pyridine 24c
The compound is obtained following the general procedure A from

2-chloro-4-(4-(trifluoromethyl) phenylnicotinaldehyde 23c (200 mg,

0.7 mmol) for 4 h of reaction time.

Mpure= 118 mg
Yield: 51%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) ¢ 8.35 (d, /= 4.9 Hz, 1H), 7.61 (d, /= 8.1 Hz, 2H),
7.38 (d, 2H), 7.03 (d, /= 4.9 Hz, 1H), 5.94 (s, 1H), 3.83 - 3.61 (m, 4H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 152.7,152.0, 149.2, 141.8,129.1, 127.9, 124.8, 124.7,
124.6, 124.6, 101.1, 65.5.

HRMS (ESI+): caled for CisHiCIFsNO,H: 330.0509, found 330.0503 [M+H]*
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4-(2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-4-yl)benzonitrile 24d

The compound is obtained following the general procedure A from 4-(2-
chloro-3-formylpyridin-4-yl)benzonitrile 23d (77 mg, 0.32 mmol) for 4 h

of reaction time.

White solid, mpuwe= 50 mg
Yield: 55%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ¢ 8.43 (d, /=4.9,0.9 Hz, 1H, Hs), 7.71 (d, /= 8.0 Hz,
2H), 7.43 (d, /J=8.0 Hz, 2H), 7.07 (d, /= 4.9, 0.8 Hz, 1H, H4), 6.02 (s, 1H, Hi3), 3.88 — 3.72
(m, 2H, His/His), 3.69 - 3.59 (m, 2H, His/His).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 152.1, 152.1, 149.4 (Cs), 143.1, 131.4 (Cs, Ci0), 129.5
(Cs, Ci1), 127.8,124.5 (C4), 118.3, 112.0, 101.1 (C13), 65.4 (Ci4, Cis).

HRMS (ESI+): caled for CisHyiCIN,O,H: 287.0587, found: 287.0582 [M+H]*

2-(3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-(4-methoxyphenyl) pyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 25a

T

OMe
9

The compound is obtained following the general procedure B from 2-
chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-(4-methoxyphenyl) pyridine 24a (70 mg,
0.24 mmol) for 4 h of reaction time.

Mpure= 55 Mg

Yield:62%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.52 (d, /= 5.0 Hz, 1H,

Hs), 7.56 — 7.38 (m, 2H, Hs10), 7.36 — 7.12 (m, 6H, Hio/20/21/22/23/4), 6.97 — 6.83 (m, 2H, Hy/11),
6.02 (s, 1H), 5.66 (s, 1H), 4.30 — 4.06 (m, 2H, Hiss), 3.94 - 3.81 (m, 2H, Hiass), 3.78 (s,
3H, Hip).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 160.0, 155.8, 152.3, 150.2, 135.7, 130.9, 130.4, 129.6,
128.7,128.2,127.7, 125.9, 124.3, 119.7, 113.9, 100.9, 64.8, 64.7, 55.3, 40.8.

HRMS (ESI+): caled for CasHyoN,O3H: 373.1552, found: 373.1547 [M+H]*
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2-(3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-phenylpyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 25b

The compound is obtained following the general procedure B from
2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-phenylpyridine 24b (150 mg,
0.57 mmol) for 30 min of reaction time.

Mpure= 52 Mg

Yield: 27%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.58 (d, /= 4.9 Hz, 1H, Hs), 7.64 (d, /= 8.0 Hz,
2H), 7.52 - 7.36 (m, 4H), 7.32 — 7.15 (m, 3H), 7.04 (d, /= 4.9 Hz, 1H, H.), 6.01 (s, 1H,
His), 5.53 (s, 1H, Hiy), 4.23 - 3.95 (m, 2H, Hisna), 3.92 - 3.69 (m, 2H, Hisa).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 156.1, 151.1, 150.3, 141.1, 135.4, 129.4, 128.7, 128.2,
127.9, 126.0, 125.5, 125.5, 125.4, 124.0, 119.5, 100.6, 64.9, 64.8, 40.9.

HRMS (ESI+): caled for Co,HisN,O,H: 343.1447, found: 343.1441 [M+H]*

2-(3-(1,3-dioxolan-2-yl)-4-(4-(trifluoromethyl) phenyl) pyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile

25¢ 12

The compound is obtained following the general procedure B 2-chloro-3-
(1,3-dioxolan-2-yl)-4-(4-(trifluoromethyl) phenyl) pyridine 24c (118 mg,

0.36 mmol) for 30 min of reaction time.

Mpure= 41mg

Yield: 41%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.55 (d, /= 4.9 Hz, 1H), 7.52 — 7.45 (m, 2H), 7.40
—7.34 (m, 3H), 7.32 - 7.24 (m, 4H), 7.06 (d, /= 4.9 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 5.62 (s, 1H),
4.29 - 4.08 (m, 2H), 3.95 - 3.75 (m, 2H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 155.9, 152.6, 150.1, 137.4, 135.7, 129.0, 128.7, 128.3,
128.5,128.2,127.7, 125.9, 124.2, 119.7, 100.8, 64.8, 64.8, 40.8.

HRMS (ESI+) caled for C23Hi7FsN2O,: 411.132, found: 411.1312 [M+H]*
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4-(2-(cyano(phenyl)methyl)-3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-4-yl) benzonitrile 25d

The compound is obtained following the general procedure B from4-
(2-chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-4-yl) benzonitrile 24d (50 mg,
0.17 mmol) for 5 h of reaction time.

Mpure= 40 mg

Yield: 64%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ¢ 8.62 (d, /= 5.0 Hz, 1H), 7.69 (d, /= 7.9 Hz, 2H),
747 (d, J="7.4 Hz, 2H), 7.42 (d, J= 7.9 Hz, 2H), 7.33 - 7.21 (m, 3H), 7.04 (d, /= 5.0 Hz,
1H), 6.00 (s, 1H), 5.51 (s, 1H), 4.27 - 3.96 (m, 3H), 3.90 - 3.74 (m, 2H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 156.1, 150.5, 150.4, 142.1, 135.3, 132.2, 129.7, 128.8,
128.2,127.9, 125.9, 123.7,119.4, 118.1, 112.7, 100.5, 64.9, 64.9, 41.0.

4-(4-methoxyphenyl)-8-phenyl-1,6-naphthyridin-7(6 /) -one, hydrochloride salt 26a
o)
OMe
The compound is obtained following the general procedure C from 25a
(55 mg, 0.15 mmol) for 20 h of reaction time.
Red powder, mpue= 54 mg

Yield: quantitative

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.95-8.75 (m, 2H, His), 7.70 (d, /= 8.3 Hz, 2H, Hiin3),
7.58 — 7.36 (m, 6H, Hizasnomon12), 7.23 (d, J= 8.4 Hz, 2H, Hions), 3.91 (s, 3H, Hiy).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 161.4, 161.3, 152.8, 148.6, 131.9, 131.6, 128.6, 128.1,
127.6, 118.6, 116.1, 115.1, 55.9.

HRMS (ESI+) caled for C21HigN20,H: 329.1290, found: 329.1288 [M+H]*
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4,8-diphenyl-1,6-naphthyridin-7(6 /)-one, hydrochloride salt 26b

The compound is obtained following the general procedure C from 25b
(52 mg, 0.15 mmol) for 20 h of reaction time.

Burgundy powder, myue= 50 mg

Yield: quantitative

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.93 (d, /= 4.5 Hz, 1H, H,), 8.75 (s, 1H, Hs), 8.00 (d, J
= 8.2 Hz, 2H, Hiow), 7.96 — 7.84 (m, 3H, Hiizns), 7.61 (d, /= 8.0 Hz, 1H, Hy), 7.47 — 7.30

(m, 5H, H16/17/18/19/20>-

HRMS (ESI+) caled for C2oH1aN,OH: 299.1184, found: 299.1184 [M+H]*

8-phenyl-4-(4-(trifluoromethyl) phenyl)-1,6-naphthyridin-7(6 /)-one, hydrochloride salt
26c¢

The compound is obtained following the general procedure C from 25c¢
(62 mg, 0.15 mmol) for 20 h of reaction time.
Red powder, mpue= 60 mg

Yield: quantitative

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 8.90 (d, /= 4.8 Hz, 1H, H,), 8.80 (s,

1H He), 7.69 — 7.64 (m, 4H, Hioni31a), 7.53 = 7.46 (m, 5H, Hiznsnopom), 7.37 (d, /= 4.8
Hz, 1H, H,).

HRMS (ESI+) caled for CoH;3FsN,OH: 367.1058, found: 367.1052 [M+H]*
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4-(7-ox0-8-phenyl-6,7-dihydro-1,6-naphthyridin-4-yl) benzonitrile, hydrochloride salt 26d

The compound is obtained following the general procedure C from 25d
(40 mg, 0.11 mmol) for 20 h of reaction time.
Red powder, mpue= 40 mg

Yield: quantitative

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.94 (d, /=4.6 Hz, 1H, H,), 8.72 (s, 1H, Hy), 8.11 (d, J
= 8.0 Hz, 2H, His3), 7.88 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Hiona), 7.59 — 7.33 (m, 6H, Hiz/s/19/20/21/2)-

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 161.0, 154.7, 149.6, 147.5, 140.9, 134.0, 133.3, 131.8
130.7,130.7,127.8, 127.4, 118.9, 115.8, 114.6, 112.5, 63.2.

HRMS (ESI+) caled for C2Hi3N;OH: 324.1137, found: 324.1132 [M+H]*
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2-Chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)quinoline 28

"

) 6,3 10 /> 1
The compound is obtained following the general procedure A from @YO
5 N"1°Cl

8
9

2-chloro quinoline-3-carboxaldehyde (2 g, 10.4 mmol) for 5 h of

reaction time. Purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/Ethyl acetate 8/2) to
afford the title compound.

Brown solid, mpu.= 1.087 g

Yield: 44%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.38 (s, 1H, Hs), 8.00 (d, /= 8.5 Hz, 1H, H,), 7.83
(d, /= 8.2 Hz, 1H, Hy), 7.72 (t, /= 7.7 Hz, 1H, Hs), 7.54 (t, /= 7.5 Hz, 1H, Hy), 6.21 (s,
1H, Hio), 4.24 — 3.97 (m, 4H, H11/H12).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 149.2, 147.7, 136.6 (Cs), 130.9 (Cs), 129.4, 128.2
(Cq), 128.0 (Ce), 127.2 (C7), 126.8, 100.4 (Ci0), 65.5 (C11/C12).

HRMS (ESI+): caled for Ci2H10CINO2H 236.0473; found: 236.0473 [M+H]*

2-(3-(1,3-dioxolan-2-yl)quinolin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 29

The compound is obtained following the general procedure B from

2-Chloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)quinoline 28 (500 mg, 2.12 mmol)

for 20 h of reaction time. Purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/Diethylique ether 6/4) to afford the title compound.
Brown oil, mpue= 360 mg

Yield: 54%
'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.37 (s, 1H), 8.23 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 7.86 (d, /=

8.1 Hz, 1H), 7.83 - 7.72 (m, 1H), 7.60 (t, /= 7.5 Hz, 1H), 7.53 - 7.42 (m, 2H), 7.39 - 7.31
(m, 3H), 6.12 (s, 1H), 5.92 (s, 1H), 4.25 — 4.05 (m, 4H)
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13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 152.8, 147.6, 135.3, 134.5, 130.4, 129.6, 129.1, 129.0,
128.5,128.4, 128.3, 127.7,127.4, 126.8, 119.2, 100.7, 65.3, 65.1, 42.7.
HRMS (ESI+): caled for CaoHisN,O,H 317.1285; found: 317.1284 [M+H]*
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1- O-Methyl-2-deoxy-D-ribose 36

Acetyl chloride (843 uL, 11.92 mmol) was added to a stirred solution of OH

methanol (70 mL) at 0° C. The reaction mixture was stirred for 5 min at 0° C. Then the
2-deoxy-D-ribose (4 g, 29.8 mmol) was added and the mixture was stirred at 0° C for 3 h.
NaHCOs; powder (2,4 g) was added to the solution and the solution was stirred for 10 min
at 20° C. The precipitate was filtered and the filtrate was concentrated under reduced
pressure. The resulting residue was dissolved with EtOAc and filtered. The filtrate was
concentrated under reduced pressure to afford the title compound as a crude.

Pale yellow oil, m=4.76 g
'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) ¢ 5.18 - 5.04 (m, 1H, Hj), 4.19 — 4.05 (m, 2H, Hs),

3.69 — 3.55 (m, 2H, Has), 3.37 (s, 3H, OMe), 2.32 — 2.03 (m, 2H, H>).

Spectral data of 36 were in agreement with the literature.?”

3,5-Di- O-(tertbutyldimethylsilyle)-2-deoxy-D-ribose 37

TBSO 5
To a stirred solution of compound 36 (4.7 g, 32 mmol) in dry DCM (O~ w0Me ©

3

2
(77 mL) were added imidazole (6.5 g, 96 mmol) and TBDMSCI oTBS

(14.5 g, 96 mmol). The reaction mixture was stirred at rt for 24 h. The suspension was
filtered through a pad of celite® and washed with DCM. The resulting filtrate was put in a
separative funnel and washed with water. The organic layer was dried over MgSO, filtered
and evaporated under reduced pressure. The resulting residue was purified on silica gel
chromatography (Cyclohexane/EtOAc 98/2 to 95/5) to afford the desired compound.
Colorless oil, mpue=6 g

Yield: 55% (2 steps)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 5.03 — 4.94 (m, 1H, H,), 4.44 — 4.34 (m, 1H, Hs,),
4.26 — 4.12 (m, 1H, Hsp), 3.96 — 3.83 (m, 2H, Hsu), 3.39 (s, 3H, OMe), 2.46 — 2.22 (m, 1H,
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H), 2.17 — 1.94 (m, 1H, Hz), 0.99 — 0.85 (m, 18H, Si-C(CHs)s), 0.14 — 0.02 (m, 12H,
Si(CHs),)

Spectral data of 37 were in agreement with the literature.?®

1,4-Anhydro-2-deoxy-3,5-bis-O-(t-butyldimethylsilyl)-D-erythro-pent-1-enitol 33

To a stirred solution of compound 37 (1 g, 2.65 mmol) in DCM (7 mL)
cooled at 0 ° C, were added 2,6-lutidine (1.9 mL, 16.43 mmol) and TMS-

OTf (1.48 mL, 8.21 mmol) and the mixture was stirred for 3 h. The mixture was extracted
with DCM (3 x 30 mL). The organic layer was washed with brine (2 x 20 mL). The
combined organic layers were dried over MgSQO,, filtered and concentrated under pressure.
The resulting residue was purified by silica gel chromatography (Petroleum spirit/ Et,O
5%) to afford the desired compound.

Mpure= 390 mg

Yield: 43%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ¢ 6.38 (d, /= 2.6 Hz, 1H, H,), 4.92 (d, /= 2.8 Hz, 1H,
H,), 4.78 (d, /= 2.8 Hz, 1H, Hs), 4.20 (t, /=6.2, 2.4 Hz, 1H, Ha), 3.60 (dd, /= 10.8, 5.8 Hz,
1H, Hs,), 3.49 - 3.32 (m, 1H, Hsp), 0.86 — 0.74 (m, 18H, Si-C(CH3)3), 0.05 — -0.09 (m, 12H,
Si(CHs)2).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 148.9, 103.3, 88.9, 75.9, 62.8, 25.9, 25.9, 25.8, 18.3,
18.0, -4.2, -4.4, -5.3, -5.3.

Spectral data of 33 were in agreement with the literature.'

2,3,5-Tri- O-acetyl-B-D-ribofuranosyl azide 44

N3

Trimethylsylyl azide (2.9 mL, 21.98 mmol) and tin chloride 1 M in | A0y s o
4 1

heptane (4.7 mL, 4.7 mmol) were added to a stirred solution of 1,2,3,5- A Dac

Tetra- O-acetyl- 8 -D-ribofuranose (5 g, 15.7 mmol) in dry DCM (40 mL).

The reaction mixture was stirred at rt under argon for 20 h. The solution was washed with
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Na,CO3+NaCl (10 mL + 20 mL) and extracted with DCM (2 x 30 mL). The combined
organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under vacuum. The
resulting residue was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc 7/3) to
afford the desired compound.

Colorless oil, mpue=4.8 g

Yield: quantitative

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 5.45 — 5.22 (m, 2H, Hs), 5.12 (s, 1H, H;), 4.54 —
4.23 (m, 2H, Hs/Hy), 4.23 — 4.00 (m, 1H, H,), 2.21 — 1.93 (m, 9H, OAc).
HRMS (ESI+): Calcd for CiiHisNsO;Na 324.0802; found 324.0805 [M+Nal*

(2R3RARS5R)-2-(4-(4-((3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridin-2-yl) (cyano) methyl) phenyl)-1 H-
1,2,3-triazol-1-yl)-5-(acetoxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diyl diacetate 47

CuSO04.5H,0 (4.2 mg, 10% mmol) and sodium ascorbate
(10 mg, 30% mmol) were added to a stirred solution of
compound 3g (50 mg, 0.17 mmol) and azide 44 (51 mg,
0.17 mmol) in BuOH/H,0 (150 pL v/v 1:1), The reaction | Aco_s N

mixture was stirred at rt for 5 h. Then, an aqueous solution k h ~
OAc OAc

of EDTA 0.1 M (2 mL) was added to the mixture and the

solution was extracted with EtOAc (3 x 5 mL). The combined organic layers were washed
with an aqueous solution of EDTA 0.1 M (3 x 5 mL), dried over MgSQy, filtered and
concentrated under reduced pressure. The resulting residue was purified by silica gel
chromatography (Cyclohexane/EtOAc 6/4) to afford the title compound.

White oil, mpure= 40 mg

Yield: 40%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.68 (d, /= 4.7 Hz, 1H, H,), 8.05 - 7.88 (m, 2H,

Hans), 7.83 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Huns), 7.55 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Hizis), 7.41 — 7.22 (m, 1H,
H.), 6.20 (d, /= 3.7 Hz, 1H, Hy), 6.02 — 5.86 (m, 3H, Hepu), 5.65 (t, /= 5.4 Hz, 1H, Hs),
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4.52 (m, 1H, Hy), 4.27 (dd, J= 12.4, 4.4 Hz, 1H, Hs.), 4.19 — 4.06 (m, 5H, Hygssn), 2.21 —
2.01 (m, 9H, OAc).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 170.3,169.4,169.2, 153.1, 150.3, 147.4, 135.6, 134.8,
131.0, 130.0, 128.8, 126.3, 123.1, 119.0, 100.7, 90.1, 81.0, 74.3, 70.7, 65.3, 65.2, 62.8, 60.7,
41.3, 20.6, 20.4, 20.4.

2-chloro-4-((trimethylsilyl)ethynyl)nicotinaldehyde 49

In a monowave vial (10 mL), the 4-iodo-2-chloro-3-pyridine carboxaldehyde
(1g, 3.74 mmol) was dissolved in THF (6 mL). Ethynyltrimethylsilane
(570 uL, 4.11 mmol), Cul (7 mg, 0.037 mmol), PdClL,(PPhs); (52 mg,
0.075 mmol) and NEt; (1.58 ml, 11.22 mmol) were added into the flask. The reaction was

heated using the mode “as fast as possible” at 150° C for 10 min. The mixture was filtered
on celite® and washed with DCM. The residue was purified by silica gel chromatography
(cyclohexane/Et,O 5%).

Yellow-brown solid, mpue= 400mg

Yield: 45%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 10.56 (s, 1H), 8.48 (d, /= 5.0 Hz, 1H), 7.42 (d, /=
5.1 Hz, 1H), 0.32 (s, 9H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 188.2,152.2, 151.9, 135.3, 128.8, 127.1, 109.8, 98.3.
HRMS (ESI+) Caled for C;;Hi,CINOSiH 238.0449; Found: 238.0450 [M+H]*

2-chloro-3-(dimethoxymethyl)-4-((trimethylsilyl)ethynyl) pyridine 50

Compound 49 (455 mg, 1.94 mmol) previously dissolved in MeOH (5 mL)
was added to a stirred solution of CeCl; (479 mg, 1.94 mmol) and trimethyl
orthoformate CH(OCH3); (1.37 ml, 6.26 mmol) in MeOH (2 mL). The

reaction mixture was heated at 60° C until complete conversion of the starting material.

The solution was neutralized with a saturated aqueous solution of NaHCO; (10 mL) and
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extracted with DCM (2 x 10 mL). The organic layer was dried over MgSQy, filtered and
concentrated under pressure to afford the title compound without further purification as
an oil.

Mpure= 493 mg

Yield: 89%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) ¢ 8.30 (d, /= 5.0 Hz, 1H), 7.29 (d, /= 5.0 Hz, 1H),
5.81 (s, 1H), 3.49 (s, 6H), 0.30 (s, 10H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 148.6, 126.1, 103.5, 55.5, -0.4

HRMS (ESI+) Caled for Ci3HisCINO,SiH 284.0868; found: 284.0869 [M+H]*

2-chloro-3-(dimethoxymethyl)-4-ethynylpyridine 51

H
’ ’10 _ 7
K,CO; (623 mg, 4.5 mmol) was added to a stirred solution of compound sl F6 s
4 o~
50 (850 mg, 3 mmol) in MeOH (20 mL). The reaction mixture was 5 | = ZC|

stirred at rt for 2 min. The solution was immediately quenched with

water (20 mL) and extracted with DCM (3 x 20 mL). The organic layers were dried over
MgSQO,, filtered and concentrated under reduced pressure to afford a crude product which
was engaged in the next step without further purification.

Mpure= 556 Mg

Yield: 84%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 10.55 (s, 1H), 8.47 (dd, /= 5.0, 3.2 Hz, 1H), 7.50 -
7.31 (m, 1H), 0.37 — 0.19 (m, 9H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 151.0, 148.8, 132.9, 132.2, 127.3, 103.5, 87.2, 78.9,
77.2, 55.8.

HRMS (ESI+) Caled for CioH1oCINO,H 212.0473, found: 212.0473 [M+H]*
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(2R 3RAR5R)-2-(acetoxymethyl)-5-(4-(2-chloro-3-(dimethoxymethyl) pyridin-4-yl)-1 H-

1,2,3-triazol-1-yl)tetrahydrofuran-3,4-diyl diacetate 52

N
2
Cul (79 mg, 0.42 mmol), DIPEA (182 uL, 1.05mmol) and N!T‘ \9(‘; o
N 10 \
compound 51 (65 mg, 0.21 mmol) were added to a stirred solution | A s o .
4 1

-

5 \
N 4

of compound 44 (45.5 mg, 0.21 mmol) in DCM (3 mL). The

3 2
K OAc OAc j

reaction mixture was stirred at 40° C for 7 h. Then an aqueous

solution of EDTA 0.1 M (10 mL) was added to the mixture which was stirred for 1 h until
the organic layer was colorless. The organic layer was dried over MgSQO,, filtered and
concentrated under reduced pressure. The crude was purified by silica gel chromatography
(Cyclohexane/EtOAc 1/1).

Colorless oil, mpuwe= 70 mg

Yield: 65%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.51 (s, 1H, Hio), 8.41 (d, /= 5.1 Hz, 1H, Hs), 8.07
(d, /= 5.1 Hz, 1H, H4), 6.21 (d, /= 3.6 Hz, 1H, H;), 5.96 — 5.83 (m, 2H, Hs), 5.67 (t, /=
5.4 Hz, 1H, He), 4.58 — 4.34 (m, 2H, Ha3), 4.32 — 4.15 (m, 1H, Hy), 3.41 (s, 6H, Hyss), 2.23
- 1.89 (m, 9H, OAc).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 170.3,169.4, 169.2, 151.7, 149.5, 143.1, 140.2 126.5,
123.9, 104.8, 90.0, 80.9, 77.2, 74.3, 70.8, 62.9, 56.1, 56.0, 20.5, 20.4, 20.4.

HRMS (ESI+) Caled for CxHysCIN4OsNa 535.1202; found: 535.1199 [M+Na]*

B-D-ribofuranosyl azide 57

N3

HO_ s
o)
4 1
3

A freshly prepared solution of MeONa (1 M in MeOH) was added to a S8

stirred solution of 2,3,5-tri- O-acetate-f-D-ribofuranosyl azide (4.8 g,
15.9 mmol) in MeOH (90 mL). The reaction mixture was stirring 5 minutes at rt and
quenched with DOWEX resin. The suspension was vigorously stirring during 10 min and
the resin was filtered and washed with DCM. The desired compound is obtained without
purification.

Colorless oil, mpue= 2.7 g
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Yield: quantitative

'H NMR (300 MHz, Methanol-d:) § 5.21 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 4.10 - 4.05 (m, 1H), 4.04 -
3.94 (m, 1H), 3.88 — 3.74 (m, 2H), 3.63 (dd, /=12.0, 5.5 Hz, 1H), 3.33 (d, /= 1.7 Hz, 1H).
HRMS (ESI+): Calcd for CsHsN3O4 174.0520; found 174.0522 [M-H]-

2,3,5-Tri- O-B-D-ribofuranosyl azide 58

Bo_s 1
Compound 57 (100 mg, 0.57 mmol) was dissolved in dry DMF (5 mL) L0
and cooled with an ice bath. NaH (68.5 mg, 1.7 mmol) was added “en OB
portionwise and the mixture was stirred for 1 h. Then benzyl bromide (201 uL, 1.7 mmol)
and IN(Buw)s (10% mol) were added. After 48 h the reaction was quenched with water and
extracted with DCM. The organic layer was washed with water and brine, dried over
MgSQO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The resulting residue was
purified by silica gel chromatography (Cyclehexane/EtOAc 95/5) to afford the title
compound.
Mpue= 15 Mg

Yield: 1%

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.41 — 7.31 (m, 15H OBn), 5.37 (d, /= 2.1 Hz, 1H,
H.), 4.72 - 4.48 (m, 7H, CH>), 4.43 - 4.34 (m, 1H), 4.11 (dd, /=6.7, 4.7 Hz, 1H), 3.79 (dd,
J=4.7,2.1 Hz, 1H), 3.64 (dd, /= 32.2, 3.9 Hz, 1H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 138.0, 137.5, 137.3, 128.4, 128.4, 128.3, 128.0, 127.9,
127.9, 127.5, 92.8, 81.5, 80.1, 77.2, 73.4, 72.5, 72.4, 69.9.

HRMS (ESI+): Calcd for CysHzN3OsNa 468.1894; found 468.1898 [M+Nal*
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2,3,5-Tri-O-(tertbutyldimethylsilyle)-B-D-ribofuranosyl azide 59

TBSO._ 5
Imidazole (3.9 g, 57 mmol) and TBDMSCI (8.2 g, 54 mmol) were 0

.
added to a stirred solution of D-ribofuranosyl azide (2.7 g, ™880 OfBS

15.4 mmol) in DMF (30 mL). The reaction mixture was stirred for 24 h at rt. The mixture
was quenched with a saturated aqueous solution of NaHCO3and extracted with DCM (3 x
40 mL). The combined organic layers were washed with water (3 X 50 mL), dried over
MgSQO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The resulting residue was
purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/Et,O 5%) to afford the title compound.
White solid, mpue=6.1 g

Yield: 76%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 5.12 (d, /= 2.7 Hz, 1H), 4.22 (dd, /= 5.9, 4.0 Hz,
1H), 4.07 - 3.95 (m, 1H), 3.90 - 3.76 (m, 2H), 3.69 (dd, /= 11.5, 3.4 Hz, 1H), 0.98 — 0.91
(m, 32H), 0.14 - 0.08 (m, 18H).

HRMS (ESI+): Calcd for CasHsiN3O4SisNa 540.3080. Found 540.308 [M+Na]*

4-(1-((2R,3RAR5R)-3,4-bis((tert-butyldimethylsilyl) oxy)-5-(((tert-
butyldimethylsilyl) oxy)methyltetrahydrofuran-2-yl)-1 #-1,2,3-triazol-4-yl)-2-chloro-3-

(dimethoxymethyl) pyridine 60 f ° N 1 \
43/\\ cl
2
N° ¢-o
Cul (1.3 g, 6.96 mmol), DIPEA (3 ml, 17 mmol) and compound N. 0 O\ \7
TBSO._ &
59 (1.98 mg, 3.84 mmol) were added portionwise to a stirred "o ’

. .
3’ 2
solution of compound 51 (736 mg, 3,48 mmol) in DCM (30 mL). K TBSO  OTBS j

The reaction mixture is stirred at 40° C for 24 h. Then an aqueous solution of EDTA 0.1 M
(50 mL) was added to the mixture which was stirred for 1 h until the organic layer was
colorless. The organic layer was dried over MgSQO,, filtered and concentrated under reduced
pressure. The crude was purified by silica gel chromatography (cyclohexane/EtOAc 5%) to
afford the title compound.

Colorless oil, mpuwe=1.7 g

Yield: 67%
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.35-8.19 (m, 2H, Hioss), 7.89 (d, /= 5.1 Hz, 1H, Ha),
5.78 (d, /= 5.0 Hz, 1H, Hy), 5.73 (s, 1H, He), 4.67 (t, /= 4.6 Hz, 1H, Hy), 4.23 (t, /= 3.9 Hz,
1H, Hz), 4.03 (q, /= 4.6 Hz, 1H, Hy), 3.77 - 3.52 (m, 2H, Hs), 3.29 (s, 3H, Hy), 3.24 (s, 3H,
Hs), 0.86 — 0.68 (m, 27H, SiCH(CH3)3), 0.03 — -0.30 (m, 18H, Si(CHs)2).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 151.6,149.3, 142.6, 140.7, 127.8,127.2, 123.9, 104.7,
92.2,86.2,76.1,72.4, 62.9, 56.0, 55.9, 26.9, 25.9, 18.3, 17.9, -4.4, -4.7, -5.1, -5.5.

HRMS (ESI+) Calcd for Cs3He CIN4O6SisNa 751.3480. Found 751.348 [M+Nal*

2-(4-(1-((2R,3RAR5R)-3,4-bis((tert-butyldimethylsilyl) oxy)-5-(((tert-
butyldimethylsilyl) oxy)methyDtetrahydrofuran-2-yl)-1 #-1,2,3-triazol-4-yl) -3-

(dimethoxymethyl) pyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 61a

The compound is obtained following the general procedure B
from compound 60 (1 g, 1.37 mmol) and phenylacetonitrile
(303 pL, 2.74 mmol) at 75° C for 3 h of reaction time.

Brown oil, mpue=1.25 ¢

Yield: quantitative

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.63 (dd, /= 5.0, 1.8 Hz, 1H, Hs), 8.11 (s, 1H, His),
7.61 (d, /= 7.9 Hz, 1H, Hy), 7.46 — 7.22 (m, 5H, Hiz131411516), 6.51 (s, 1H, He), 6.10 (dd, J
= 5.3, 1.7 Hz, 1H, H,), 5.86 (d, /= 0.8 Hz, 1H, H:), 4.74 — 4.54 (m, 1H), 4.44 - 4.23 (m,
1H), 4.23 - 4.11 (m, 1H), 4.02 - 3.70 (m, 2H), 3.54 - 3.35 (m, 6H, Hys), 1.00 - 0.74 (m,
27H, SiCH(CHs)3), 0.20 — -0.19 (m, 18H, Si(CHs)2).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 156.1, 149.6, 144.4,135.9, 130.1, 128.5, 127.5, 126.0,
122.4,120.0, 103.1, 92.7, 86.4, 72.4, 62.7, 56.1, 56.1, 37.1, 31.9, 29.7, 29.7, 29.3, 25.9, 25.7,
22.6, 22.6, 14.1.

HRMS (ESI+): caled for CaiHesNsOgSisH 810.4472; found: 810.4473 [M+H]*
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2-(4-(1-((2R,3RAR5R)-3,4-bis((tert-butyldimethylsilyl) oxy)-5-(((tert-
butyldimethylsilyl) oxy)methyl)tetrahydrofuran-2-yl)-1 #-1,2,3-triazol-4-yl)-3-
(dimethoxymethyl) pyridin-2-yl)-2-(pyridin-2-yl)acetonitrile 61b

The compound is obtained following the general procedure
B from compound 60 (537 mg, 0.74 mmol) and
2-pyridylacetonitrile (164 pL, 1.47 mmol) at 75° C for 20 h
of reaction time. ,
Brown oil, mpue= 222 mg k 850 OfBS /
Yield: 37%

'H NMR(300 MHz, Chloroform-d) & 8.64 (dd, /= 4.9, 2.4 Hz, 2H), 8.12 (d, /= 2.3 Hz,
1H), 7.75 - 7.59 (m, 1H), 7.50 — 7.38 (m, 1H), 7.38 - 7.29 (m, 1H), 7.22 (dd, /= 7.5, 5.0
Hz, 1H), 6.69 (d, /= 2.3 Hz, 1H), 6.08 (dd, /= 5.4, 1.7 Hz, 1H), 5.87 (d, /= 5.8 Hz, 1H),
4.71 - 4.58 (m, 1H), 4.35 - 4.26 (m, 1H), 4.26 — 4.17 (m, 1H), 3.99 - 3.73 (m, 2H), 3.52 -
3.37 (m, 6H), 1.00 — 0.80 (m, 27H), 0.21 — -0.17 (m, 18H).

HRMS (ESI+): caled for CaoHgsNsOeSisH 811.4424; found: 811.4428 [M+H]*

4-(1-((2R3RAS5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyltetrahydrofuran-2-yl)-1 /-1,2,3-
triazol-4-yl)-8-phenyl-1,6-naphthyridin-7(6 /)-one 62a

The compound is obtained following the general procedure C

from 61a (1.25 g, 1.54 mmol) at rt for 24 h of reaction time.

Red powder, mpue= 695 mg
Yield: 98% ”Ow

R )
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.89 (s, 1H, Hs), 9.38 (s, 1H, Hys), 8.89 (dd, /=5.2, 3.7
Hz, 1H, H,), 7.76 (dd, /= 9.4, 5.1 Hz, 1H, H>), 7.56 — 7.46 (m, 5H, Hion1/121314), 6.12 (d, J
=4.4 Hz, 1H, Hy), 4.56 (t, /= 4.6 Hz, 1H, Hy), 4.25 (q, /= 4.8 Hz, 1H, Hy), 4.07 (t, /= 4.2
Hz, 1H, H3), 3.83 - 3.47 (m, 2H, Hs).
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13C NMR (100 MHz, Methanol-dy) § 150.1, 148.8, 142.4, 133.7, 130.5, 129.8, 129.2, 129.1,
127.4,114.6, 93.5, 86.2, 75.9, 70.2, 61.1.
HRMS (ESI+): caled for CoiHisNsOsH 422.1459; found: 422.1460 [M+H]*

4-(1-((2R3RAS5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyDtetrahydrofuran-2-yl)-1 /-1,2,3-
triazol-4-yl)-8-(pyridin-2-yl)-1,6-naphthyridin-7(6 £)-one 62b

The compound is obtained following the general procedure C /

from 61b (217 mg, 0.27 mmol) at rt for 24 h of reaction time.

Mpure= 85 Mg
Yield: 68% “OH

" )
'H NMR (300 MHz, Methanol-d) § 9.06 (d, /= 1.5 Hz, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.46 (d, /= 6.9
Hz, 2H), 8.24 (dd, /= 6.7, 1.8 Hz, 2H), 8.02 — 7.90 (m, 2H), 7.78 — 7.60 (m, 5H), 7.22 —
7.08 (m, 2H), 6.22 — 6.11 (m, 1H), 4.61 — 4.50 (m, 1H), 4.32 (q, /= 5.0 Hz, 1H), 4.17 —
4.08 (m, 1H), 3.83 — 3.64 (m, 2H).

13C NMR (100 MHz, Methanol-d,) & 148.8, 145.1, 143.1, 142.7, 141.9, 140.2, 139.1, 128.2,
116.3, 115.6, 114.6, 108.3, 93.4, 88.6, 86.1, 83.4, 75.9, 70.2, 63.5, 61.0.

HRMS (ESI+) Caled for CoHisNeOsH 423.1411; Found 423.1415 [M+H]"

4-(1-((2R 3R A4S5,5R)-5-((bis(4-methoxyphenyl) (phenyl)methoxy)methyl)-3,4-
dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-8-phenyl-1,6-naphthyridin-7(6 H)-
one 63

Compound 62a was co-evaporated with pyridine (3 x
5mL). To a stirred solution of compound 62a in dry
pyridine (250 uL) was added portionwise DMTrCl

(40 mg, 0.12 mmol). The reaction mixture was stirred for

24 h. The mixture was evaporated and co-evaporated

with toluene (2 x 5 mL). The resulting residue was

249



purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 2% to 5%) to afford the title
compound.
Orange solid, mpure= 20 mg

Yield: 20%

'H NMR (400 MHz, Methanol-d,) § 9.43 (s, 1H, He), 8.68 (s, 1H, Hie), 8.43 (d, /=4.4
Hz, 1H, H,), 7.40 - 7.33 (m, 4H, Has/s4/36/37), 7.27 — 7.24 (m, 1H, Hss), 7.16 — 7.00 (m, 8H,
Hio/20/22/23/26/27/29/30), 6.74 (d, J= 4.4 Hz, 1H, Hy), 6.67 — 6.62 (m, 5H, Hioni121314), 6.12 (d, J
= 2.7 Hz, 1H, Hy), 4.70 (m, 1H, Hy), 4.54 (dd, /= 6.2, 4.8 Hz, 1H, Hy), 4.20 (t, /=6.2, 3.1
Hz, 1H, Hs), 3.56 (s, 6H, OMe), 3.42 — 3.25 (m, 2H, Hs).

13C NMR (100 MHz, Methanol-ds) § 158.7,156.2, 144.3,143.7,137.3,135.5, 131.1, 129.89,
128.1,127.4,127.4,126.9, 126.5, 123.9, 116.6, 112.7, 93.4, 86.5, 84.2, 75.5, 70.3, 62.5, 54.2.

HRMS (ESI+) Calced for C2H3;NsO-H 724.2766; found: 724.2767 [M+H]*
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General procedure E

At 0° C, under argon atmosphere, NaH (60% in oil dispersion; 159 mg, 3.98 mmol) was
added to a stirred solution of 2-chloronicotinamide (0.31 g, 1.99 mmol) in dry THF
(40 mL), and the reaction mixture was stirred at 0° C for 1 h. Then, at -78° C, acyl chloride
(1.99 mmol) was added and the reaction mixture was slowly warmed up to rt and stirred
for 20 h. The reaction mixture was filtered and concentrated under reduced pressure. The

resulting residue was triturated with Et;O to give, after filtration, the desired compound.

Sodium benzoyl-2-chloronicotinimidate 68a

Na

~

5 90
The compound is obtained following the general procedure E from |4 -~ “N'%\j(j 12
9

benzoylchloride (0.23 ml, 1.99 mmol) NGl o

Pale yellow powder, mpue= 335 mg

Yield: 60%

Sodium 2-chloro-(4-fluorobenzoyl)nicotinimidate 68b

4 6 " ’)I 8 12
The compound is obtained following the general procedure E from | T N)7t©\“

5N el F
4-fluorobenzoylchloride (357.7 uL, 3.18 mmol) °
White powder, mpue= 930 mg
Yield: 97%
Sodium 2-chloro-(4-cyanobenzoyl)nicotinimidate 68c .
a
3 q \p 13
4 6 W 12
is obtai - (T “ﬁ
The compound is obtained following the general procedure E from | Nl N

4-cyanobenzoylchloride (328 mg, 1.99 mmol)
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White powder, mpuwe= 598 mg
Yield: 98%

Sodium 2-chloro-(4-chlorobenzoyl)nicotinimidate 68d

The compound is obtained following the general procedure E y

N o °
from 4-chlorobenzoylchloride (250 uL, 1.99 mmol) 1

White powder, mpue= 440 mg
Yield: 75 %

Sodium 2-chloro-(4-trifluorobenzoyl)nicotinimidate 68e

) 8
The compound is obtained following the general procedure E 1
N 1 CI
from 4-fluoromethylbenzoylchloride (300 uL, 1.99 mmol)

White powder, mpuwe= 575 mg
Yield: 88 %

Sodium 2-chloro-(4-methoxybenzoyl)nicotinimidate 68f

) 8

The compound is obtained following the general procedure E . 1
N 1 Cl

from 4-methoxybenzoylchloride (338 mg, 1.99 mmol)

White powder, mpue= 548 mg
Yield: 95 %

Sodium 2-chloro-(4-nitrobenzoyl)nicotinimidate 68g

) 13
The compound is obtained following the general procedure E 4N ‘*N‘%\j(j\ﬁ
.
9

from 4-nitrobenzoylchloride (368 mg, 1.99 mmol) SNl o NO
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White powder, mpue= 440 mg
Yield: 67 %

Sodium 2-chloro-(3-methoxybenzoyl)nicotinimidate 68h

Na_

° GOL )O 8
The compound is obtained following the general procedure E 4 Nz ‘N’)7\© 2
from 3-méthoxybenzoylchloride (434 uL, 3.18 mmol) TN S

White powder, m= 865 mg
Yield: 87 %

General procedure F

In a microwave vial (10-20 mL) under argon, compound 68 (1 mmol) was dissolved in
19 mL of dry acetonitrile and the vial was sealed. Then the mixture was placed into the
microwave and stirred for 20 min to 1 h at 150° C. The reaction mixture was filtered and
the filtrate was evaporated. The resulting solid was triturated with Et;O and dried under

vacuum to obtain the desired compound.

2-phenyl-4 H-pyrido[ 3,2-e][1,3]oxazin-4-one 69a

TSN750

"

[0
3
2 4
The compound is obtained following the general procedure F from (\/Ifﬁ\l . 0
X A 12
9

sodium 2-chloro-benzoyl nicotinimidate 68a (731 mg, 2.58 mmol)
10

for 20 min of reaction time.
White solid, mpuwe= 376 mg
Yield: 65%

'H NMR (400MHz, DMSO-d6) 8.82 (dd, ] = 4.7, 2.0 Hz, 1 H), 8.50 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1

H), 8.31 (m, 2 H), 7.78 (t,] =7.4,1.3 Hz, 1 H), 7.70 (dd, ] = 7.7, 4.7 Hz, 1 H), 7.67 (tt, ]
=7.4,1.6 Hz, 2 H).
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13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 166.8, 163.7, 159.5, 154.4, 137.6, 134.4, 129.5,129.2 (2 C),
129.1 (2 ©), 124.3, 113.5.
HRMS (ESI+) Caled for C,sHN,O,H 225.0656, found: 225.0664 [M+H]*

2-(4-fluorophenyl)-4 H-pyrido[ 3,2-e][1,3]oxazin-4-one 69b

The compound is obtained following the general procedure F from SN o)7\©\

sodium 2-chloro-4-fluorobenzoyl nicotinimidate 68b (311 mg,

1.03 mmol) for 20 min of reaction time.
White solid, mpuwe= 397 mg
Yield: 55%

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.82 (d, J=4,8 Hz, 1H, Hs), 8.50 (d, /= 7.6, 1H, Hs), 8.37
(dd, /= 8.5, 5.4 Hz, 2H, Hi), 7.70 (dd, /= 7.6, 4.8 Hz, 1H, H4), 7.53 - 7.48 (m, 2H, Hs)
13C NMR (100 MHz, DMSO) § 167.1 (C1), 163.4 (C7), 159.9 (Cs), 154.9 (C), 138.1 (Cs),
132.6 (C1o), 132.5 (Ci1), 117.1 (Cs), 116.9 (Co), 113.9 (Ca).

HRMS (ESI+) Caled for Ci3H7FN,0,Na 265.0386, found: 265.0486 [M+H]*

4-(4-oxo0-4 H-pyrido[3,2-e][1,3]oxazin-2-yl) benzonitrile 69c

The compound is obtained following the general procedure F from N 0)7\©\11

sodium 2-chloro-4-cyanobenzoyl nicotinimidate 68c (295 mg,

0.96 mmol) for 1 h of reaction time.
Yellow solid, mpue= 180 mg
Yield: 76%

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.86 (d, /=4.8 Hz, 1H, Hs), 8.54 (d, /= 7.7 Hz, 1H, Hy),
8.45 (d, /=8 Hz, 2H, H,), 8.14 (d, /= 8 Hz, 2H, Hio), 7.74 (dd, /= 7.7, 4.8 Hz, 1H, Ha).
13C NMR (100 MHz, DMSO) § 167.1(Cy), 162.8 (C7), 159.8 (Cs), 155.1 (Cy), 138.2(Cs),
134.4 (C4), 133.6(C10), 130.1 (Co), 125.0 (C3), 118.5 (CN), 116.5 (Cs), 114.0 (C).
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HRMS (ESI+) Caled for C14H7N30, 249.0538, found: 250.0610 [M+H]*

2-(4-chlorophenyl)-4 H-pyrido[ 3,2-e][1,3]oxazin-4-one 69d

- | | 13
The compound is obtained following the general procedure F from |° N7 O/K@\m
9

sodium 2-chloro-4-chlorobenzoyl nicotinimidate 68d (220 mg, 10 "

0.74 mmol) for 20 min of reaction time.
White solid, mpuwe= 117 mg
Yield: 61%

'H NMR (400 MHz, DMSO) ¢ 8.84 (d, /=5 Hz, 1H, Hs), 8.52 (d, /= 8 Hz, 1H, Hs), 8.32
(d, /=8 Hz, 2H, Ho), 7.76 (d, /= 8 Hz, 2H, Hio), 7.72 (dd, /=8 Hz; 5 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (100 MHz, DMSO) ¢ 154.9 (C»), 138.1(Cs), 131.3(Cs), 129.9 (Cyp), 124.8 (Cs).
HRMS (ESI+): Calcd for CisH;CIN,O.H 259.0269; found 259.027 [M+H]*

2-(4-(trifluoromethyl) phenyl)-4 H-pyrido[3,2-e][1,3]oxazin-4-one

69e 4 F N

The compound is obtained following the general procedure F from

sodium 2-chloro-4-trifluoromethylbenzoyl nicotinimidate 68e (287 mg, 0.87 mmol) for 1 h
of reaction time.

Yellow solid, mpue= 198 mg

Yield: 78%

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.86 (d, /=4.8 Hz, 1H, Hs), 8.54 (d, /= 7.8 Hz, 1H, Hj),
8.51 (d, /= 8.1 Hz, 2H, Hous), 8.06 (d, /= 8.1 Hz, 2H, Hio12), 7.74 (dd, /= 7.8, 4.8 Hz, 1H,
H.).

YF NMR (376 MHz, DMSO) § -61.72.

HRMS (ESI+) Caled for C14sH7F3N>O, 292.0460, found: 293.0248 [M+H]*
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2-(4-methoxyphenyl)-4 H-pyrido[ 3,2-e][1,3]oxazin-4-one 69f

13
The compound is obtained following the general procedure F from SNs o)s\©\
1

sodium 2-chloro-4-methoxybenzoyl nicotinimidate 68f (274 mg,

0.94 mmol) for 1 h of reaction time.
Yellow solid, mpue= 200 mg
Yield: 83%

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.80 (dd, /= 4.8 Hz, 1H, Hs), 8.48 (dd, /= 7.6 Hz, 1H,
Hs), 8.28 (d, /= 8.6 Hz, 2H, Hi), 7.67 (dd, /= 7.6, 4.8 Hz, 1H, H.), 7.20 (d, /= 8.6 Hz,
2H, Hs), 3.91 (s, 3H, OCHs).

13C NMR (100 MHz, DMSO) ¢ 167.2 (C1), 164.8 (Ci1), 164.1 (C7), 159.9 (Cs), 154.7 (C),
137.9(Cs), 131.9 (Cio), 124.6(C3), 121.8 (Cs), 115.2 (Co), 113.9(Cs), 55.4(0OCHs).

2-(4-nitrophenyl)-4 H-pyrido[3,2-e][1,3]oxazin-4-one 69g

The compound is obtained following the general procedure F from SN 0/7KE>\11

sodium 2-chloro-4-nitrobenzoyl nicotinimidate 68g (220 mg, 0.67

mmol) for 1 h of reaction time.
Yellow solid, mpue= 118 mg
Yield: 33%

2-(3-methoxyphenyl)-4 H-pyrido[ 3,2-e][1,3]oxazin-4-one 69h

2 S
The compound is obtained following the general procedure F from | ' N7 o)e\é@‘z
9
10

sodium 2-chloro-3-methoxybenzoyl nicotinimidate 68h (864 mg,
2.76 mmol) for 20 min of reaction time.

White solid, mpuwe= 370 mg

Yield: 53%
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'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.79 (dd, /= 4.7, 2.0 Hz, 1H), 8.62 (dd, /="7.7, 2.1
Hz, 1H), 8.11 (dd, /= 7.8, 1.3 Hz, 1H), 8.00 (t, /= 2.1 Hz, 1H), 7.58 (dd, /= 7.7, 4.7 Hz,
1H), 7.49 (t, /= 8.0 Hz, 1H), 7.31 — 7.19 (m, 2H), 3.94 (s, 3H, OCHs).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 166.6, 163.4, 159.5, 159.4, 154.3, 137.5, 130.8, 130.4,
124.2,121.4, 120.5, 113.4, 113.3, 55.4.

HRMS (ESI+) Caled for C14H1oN203 254.0691, found: 255.0763 [M+H]*

General procedure G

In a microwave vial (10-20 mL) compound 69 was dissolved in dry ethanol (15 mL). Then
hydrazine (1.1 eq, 1.18 mmol) and acetic acid (2 eq, 2.14 mmol) were added and the vial
was sealed. The mixture was placed into microwave for 1 h at 110 ° C. After the reaction
mixture was cool down to room temperature and the ethanol was evaporated. The resulting

residue was purified on silica gel (CH>Cl,/MeOH 95/5) to give the desired compound.

3-(3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-one 70a

The compound is obtained following the general procedure G from 10 9 /8 NGO
N, 38

compound 69a (240 mg, 1.07 mmol) for 1 h of reaction time. N7 /NZ
5

4

White solid, mpue= 50 mg
Yield: 26%

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 8.42(d, /=7 Hz, 1H, H3), 8.08 (d, /= 7.5 Hz, 2H, H),
7.66 (d, /=6 Hz, 1H, Hs), 7.50 — 7.45 (m, 2H, H11), 7.44 — 7.38 (m, 1H, H1»), 6.50 (t, /=7
Hz, 1H, Ha)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 160.9 (C1), 160.7(Cs), 152.5 (Ce), 140.1(C3), 138.3 (Cs),
131.9(Cs), 129.3 (C12), 129.1(C1o), 126.3 (C11), 117.3 (C7), 106.6 (Cs)

HRMS (ESI+) Caled for CisH1oN,OH 239.0927; found 239.0929 [M+H]*

257



3-(3-(4-fluorophenyl)-1 H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-one 70b
RE

12
11 14
The compound is obtained following the general procedure G from QEN 0
/ 2
compound 69b (240 mg, 0.99 mmol) for 1 h of reaction time. Ny S TNH
White solid, mpuwe= 70 mg 2

Yield: 30%

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 8.43 (d, /= 6.9 Hz, 1H, Hs), 8.11 (m, 2H, Hy,), 7.66 (d,
J=6.1Hz, 1H, Hs), 7.31 (t, /= 8.7 Hz, 2H, H0), 6.50 (t, /= 6.6 Hz, 1H, H,)
HRMS (ESI+): Calcd for CisHoFN4OH 257.0833; found 257.0837 [M+H]*

4-(5-(2-ox0-1,2-dihydropyridin-3-yl)-1 /-1,2,4-triazol-3-yl ) benzonitrile 70c

15

The compound is obtained following the general procedure G from e )
compound 69c (360 mg, 1.44 mmol) for 1 h of reaction time. Qﬁ 0,
White solid, mpue= 130 mg {N 7 2
Yield: 34% =

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 14.06 (s, 1H, NH), 12.50 (s, 1H, NH), 8.43 (d, /=7.2
Hz, 1H, Hs), 8.23 (d, /= 8.0 Hz, 2H, H10), 7.95 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Hi), 7.68 (d, /= 6.3 Hz,
1H, Hs), 6.50 (t, /=7 Hz, 1H, Hs)

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) §160.6 (C1), 140.6 (Cs), 138.2 (Cs), 136.0(Cs), 13.3(C1),
128.9(C12), 126.9(Ci0), 119.0 (CN), 111.7(C7), 106.5 (Ca)

3-(3-(4-chlorophenyl)-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 £)-one 70d

12
The compound is obtained following the general procedure G from | ™ Q;
10 9
!

0
compound 69d (230 mg, 0.89 mmol) for 1 h of reaction time. N Vs 1NH2
N7
. . H 3
White solid, mpuwe= 78 mg K 5 /
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Yield: 32%

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) § 8.43 (d, /=7 Hz, 1H, Hs), 8.08 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Huo),
7.66 (d, J=6.3, 1H, Hs), 7.55 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Hi1), 6.50 (t, /=7 Hz, 1H, H4)

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & 160.7(C1), 159.8 (Cs), 152.4(Cs), 140.5(Cs), 138.1(Cs),
133.98(C12), 130.6 (Cs), 129.2 (C11), 128.0(C1o), 117.3(C7), 106.4 (Ca)

3-(3-(4-(trifluoromethyl) phenyl)-1 H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /) -one 70e

F3C, 13
The compound is obtained following the general procedure G from o 14
compound 69e (206 mg, 0.70 mmol) for 1 h of reaction time. 10 9 /8 N o
N, NH
Yellow solid, mpue= 190 mg N7 Js

Yield: 89%

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ 14.01 (s, 1H, NH), 12.45 (s, 1H, NH), 8.45 (d, /=7 Hz,
1H, H3), 8.29 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Hio), 7.86 (d, /= 8.0 Hz, 2H, H1), 7.68 (d, /= 6.3 Hz, 1H,
Hs), 6.51 (t, /=7 Hz, 1H, Ha)

F NMR (376 MHz, DMSO-d6) & -61.08

13C NMR (100 MHz, DMSO) § 160.6 (Cy), 140.6 (Cs), 138.2 (Cs), 126.9 (Ci1), 126.2 (C1o),
117.2 (C7), 106.4 (Cs)

3-(3-(4-methoxyphenyl)-1F-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /) -one 70f

15

MeO 13
12
The compound is obtained following the general procedure G from 1 14
8
compound 69f (200 mg, 0.79 mmol) for 1 h of reaction time. R U L
N s NH
Yellow solid, mpue= 260 mg H 5\ Ve

Yield: 61%
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dy) § 8.41 (dd, /=7, 2.1 Hz, 1H, Hs), 8.00 (d, J=8.8Hz, 2H,
Hu), 7.64 (dd, /= 6.4, 2.1 Hz, 1H, Hs), 7.03 (d, J=8.8Hz, 2H, Ho), 6.48 (t, /=7 Hz, 1H,
H.), 3.81 (s, 3H, OCH3)

13C NMR (100 MHz, DMSO) § 160.9 (C1), 160.6 (Ci2), 160.4 (Cs), 152.1 (Cs), 140.3 (Cs),
137.8 (Cs), 127.8 (C11), 124.4 (Cs), 117.6 (C7), 114.5 (C1o), 106.4 (C4), 55.6 (OCH3)

2,3- O-isopropylidene-D-ribose 78

D-ribose (4 g, 26 mmol) was added to a stirred solution of dry acetone

(39 ml). A catalytic quantity of H,SOs (117 pL) was added and the

reaction mixture was stirred at rt for 24 h. NaHCO3 powder was added and the mixture was
stirred for 10 min. The reaction mixture was filtered and concentrated under reduced
pressure. The resulting residue was purified by silica gel chromatography
(Cyclohexane/EtOAc 5/5) to afford the title compound.

Colorless oil, mpuwe=3.4 g

Yield: 69%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;) & 6.45 (s, 1H), 5.17 (s, 1H), 4.94 — 4.82 (m, 1H), 4.69
(dd, /=6.0, 1.1 Hz, 1H), 4.44 (d, /= 6.0 Hz, 1H), 4.05 - 3.93 (m, 1H), 1.31 (s, 7H).
Spectral data of 78 were is agreement with the literature.*”

2,3- O-isopropylidene-D-ribose hydrazine 79

Hydrazine (40 mL, 1 M in THF) was added to a stirred solution of 2,3- O-

isopropylidene-D-ribose 78 (740 mg, 3.89 mmol) in MeOH (6 mL) at rt
for 48 h. The reaction mixture was co-evaporated with MeOH (3 x 30 mL) to obtained a
colorless syrup. The residue was dried under vacuum at 70° C for 20 h. The compound is
obtained in pure form without any further purification.

Colorless oil, mpue= 718 mg

Yield: 90%
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 7.01 (d, J="7.7 Hz, 1H), 6.30 (d, /= 7.2 Hz, 2H), 4.50
(dd, /= 7.8, 6.2 Hz, 1H), 4.07 - 3.86 (m, 1H), 3.58 - 3.46 (m, 2H), 3.44 - 3.28 (m, 1H),
1.38 (s, 3H), 1.26 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d;) § 138.26, 108.09, 78.12, 70.15, 63.9, 28.34, 25.88.
HRMS (ESI+) Caled for CsHi6N,O4H 205.1183, found 205.1184 [M+H]*

General procedure H

Compound 69 was added portionwise at 0° C to a stirred solution of compound 79 in
absolute ethanol (5 mL). The reaction mixture was stirred for 1 h to 20 h. Then the ethanol
has been evaporated. The desired compound is obtained as mixture because the
purification by silica gel chromatography (DCM/MeOH 5%) was not enough effective to

separate the by product. The crude was directly used for the next step.

3-(1-((3aR4R,6 R,6aR)-6-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[ 3,4-
d][1,3]dioxol-4-yl)-3-phenyl-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 ) -one 80a

The compound is obtained following the general procedure H 1
14
from compound 69a (371 mg, 1.65 mmol) for 1 h of reaction time. " o\s
NN o
Pale yellow solid HOW °5 ‘N/L%’\‘IH ,
4 ,
Used as crude ) 02'1 * =,
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3-(3-(4-fluorophenyl)-1-((3aR,4 R,6 R,6aR)-6-(hydroxymethyl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[ 3,4-d1[1,3]dioxol-4-yl)-1 F-1,2,4-triazol-5-y1) pyridin-2(1 /)-one

80b
f 2) s \

The compound is obtained following the general procedure H 10

from compound 69b (353 mg, 1.73 mmol) for 20 h of reaction | Ho_ s e
(0] 7 2

time. 4:Q1’ N

White solid k mxw /

Used as crude

3-(1-((3aR,4R,6 R 6aR)-6-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[ 3,4-
d1[1,3]dioxol-4-yl)-3-(4-methoxyphenyl)-1 /-1,2,4-triazol-5-y1) pyridin-2(1 H) -one 80c

f MeO \
12 13

The compound is obtained following the general procedure H 10 94
/N
from compound 69f (124.5 mg, 0.49 mmol) for 20 h of reaction | HO s o N Lo 7
: k > NH 2
time. 43’0 02‘1 s =,

White solid k ‘Gx 1° /

Used as crude

3-(1-((3aR,4R,6 R6aR)-6-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[ 3,4-
d1[1,3]dioxol-4-yl)-3-(2-methoxyphenyl)-1#-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /) -one 80d

11
10 14
The compound is obtained following the general procedure H MeO 958
NN o
from compound 69h (357 mg, 1.4 mmol) for 3 h of reaction time. HOW o N L o,
& I NH
White solid 3o><o2 ° =

Used as crude \ 0 " /
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General procedure I

Activated amberlite resin was added to a stirred solution of compound 80 in acetone/H,O.
The reaction mixture was stirred at 40° C for 24 h. The mixture was filtered and washed
with an aqueous solution of ammonia (10 %). The filtrate was evaporated under vacuum.
The mixture was purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 5% to 15%) to afford

the desired compound.

3-(1-((2R,3R 45,5 R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-phenyl-
1 H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 H)-one 81a / 2o \

"
\/ 314
10 9( g
The compound is obtained following the general procedure I from NN o
- N P
crude compound 80a (556 mg, 1.36 mmol) for 24 h of reaction 4& ° 721,/75@% 2
OH OH =
time. \ «
White solid, mpuwe= 90 mg
Yield: 14% (2 steps)

'H NMR (400 MHz, Methanol-dy) & 8.04 — 7.92 (m, 2H, Hion4), 7.87 (dd, /= 7.1, 2.0 Hz, 1H,
Hs), 7.60 (dd, /= 6.5, 2.0 Hz, 1H, Hs), 7.44 — 7.29 (m, 3H, Hi1/12113), 6.48 (t, /= 6.8 Hz, 1H, Hs), 5.72
(d, J=2.2Hz, 1H, H,), 4.59 — 4.43 (m, 2H, Hy/3), 4.10 - 3.91 (m, 1H, Hy), 3.83 - 3.55 (m, 2H, Hs).
13C NMR (100 MHz, Methanol-d;) § 161.6, 152.7, 145.1, 138.2, 130.1, 129.4, 128.3, 126.0,
118.4,114.9, 106.5, 91.5, 85.4, 75.3, 70.9, 62.4.

HRMS (ESI+) Caled for CisHsN.OsH 371.1350; found: 371.1352 [M+H]*

3-(1-((2R,3R4S5,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-(4-
fluorophenyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /)-one 81b

The compound is obtained following the general procedure I from

compound 80b (330 mg, 0.49 mmol) for 24 h of reaction time.

2
: . @
White solid, mpue= 140 mg o NN
4,3’ > s [
Yield: 26% (2 steps) OH OH 7
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'H NMR (400 MHz, Methanol-ds) & 8.10 (d, /= 8.4, 5.3, 2.5 Hz, 2H, Hion4), 7.98 (dd, J
= 7.1, 2.3 Hz, 1H, H3), 7.72 (dd, /= 6.5, 2.2 Hz, 1H, Hs), 7.36 — 7.17 (m, 2H, Hi1/13), 6.68
- 6.49 (m, 1H, Ha4), 5.83 (d, /= 2.4 Hz, 1H, H;), 4.74 — 4.55 (m, 2H, Hy/3), 4.11 (t, /= 5.6,
3.2 Hz, 1H, Hy), 3.92 - 3.64 (m, 3H, Hs).

13C NMR (100 MHz, Methanol-dy) § 160.8, 152.8, 145.1, 138.2, 128.2, 126.6, 118.3, 115.1,
106.4,91.4, 85.4, 75.2, 70.9, 62.4.

HRMS (ESI+) Caled for CisHi7FN4OsH 389.1256; found: 389.1259 [M+H]*

3-(1-((2R,3R4S5,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-(2-
methoxyphenyl)-1/-1,2,4-triazol-5-yl) pyridin-2(1 /)-one 81c

The compound is obtained following the general procedure I from
crude compound 80d (270 mg, 0.63 mmol) for 24 h of reaction
. HO & N 6 01
time. o N7 2

el
White solid, mpue= 45 mg \ OH OH s /
Yield: 10% (2 steps)

'H NMR (400 MHz, Methanol-d)) § 7.87 (dd, /= 7.0, 2.1 Hz, 1H), 7.63 - 7.49 (m, 3H),
7.26 (t, J=7.9 Hz, 1H), 6.90 (dd, /= 8.3, 2.5 Hz, 1H), 6.48 (t, /= 6.7 Hz, 1H), 5.72 (d, /=
2.3 Hz, 1H), 4.59 — 4.43 (m, 2H), 4.07 - 3.92 (m, 1H), 3.75 - 3.53 (m, 1H), 3.63 (dd, / =
12.1, 5.3 Hz, 1H), 3.21 (h, /= 1.3 Hz, 3H).

13C NMR (100 MHz, Methanol-dy) & 160.0, 152.7, 145.1, 138.2, 131.1, 129.4, 118.3, 115.2,
111.2, 106.5, 91.5, 85.4, 75.3, 70.9, 62.4, 54.4.

HRMS (ESI+) Caled for Ci9H20N4OgNa 423.1275; found: 423.1275 [M+Na]*
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(2-chloropyridin-3-yl)methanol 83
CAS [42330-59-6]

NaBH: (3.2 g, 84.7 mmol) was added to a stirred solution of
2 chloropyridine-3-carbaldehyde (10 g, 70.6 mmol) in MeOH at 0° C. The reaction
mixture was slowly warm up at room temperature and the reaction was stirred for 4 h. The
reaction was quenched with water (50 mL) + NaHCOs (10 mL). The mixture was extracted
with DCM (3 x 50 mL). The combined organic layers were washed with brine (30 mL),
dried over MgSO, and concentrated to afford the title compound in pure form.

Yellow oil, mpuwe=9 g

Yield: 89%

HNMR (300 MHz, CDCls) : 6 8.33 (d, 1H, /= 4.22 Hz, Hs), 7.90 (d, 1H, /= 7.34 Hz, Hy),
7.30 (dd, 1H, J = 7.34, /= 4.77 Hz, Hy), 4.81 (s, 2H, H), 2.01 (bs, 1H, OH) ppm
3CNMR (100 MHz, CDCls) : 6 148.2 (Cy), 147.0 (Cs), 136.6 (C3), 135.6 (Ca), 122.5 (Ca),
60.2 (Cs) ppm;

HRMS (ESI+) Caled for C¢HsCINOLI: 150.0293; found: 150.0292 [M+Lil*

3-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy Jmethyl}-2-chloropyridine 84
CAS [220270-71-3]

Imidazole (8.58 g, 126 mmol) and TBSCI (10.44 g, 69.3 mmol) were added
to a stirred solution of compound 83 (9.0 g, 63 mmol) in DMF. The reaction mixture was
stirred at room temperature for 20 h. Water was added, followed by a saturated aqueous
solution of NaHCOs. The mixture was extracted with Et;O (3 x 100 mL). The combined
organic layers were washed with LiCl (2 x50 mL) and brine (50 mL). The combined organic
layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. The
resulting residue was purified by silica gel chromatography (DCM) to afford the title

compound.
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Colorless liquid, mpuwe=14 g
Yield: 87%

HNMR (300 MHz, CDCl3): 6§8.29 (d, 1H, /= 4.03 Hz, Hs), 7.92 (d, 1H, /= 7.52 Hz, H3),
7.28 (dd, 1H, /= 7.52, J= 4.77 Hz, Ha), 4.76 (s, 2H, Hs), 0.98 (s, 9H, Ho 1011) 0.15 (s, 6H,
H:s) ppm;

3CNMR (100 MHz, CDCl3): 6 148.1 (Cy), 147.4 (Cs), 135.8 (Cs), 135.5 (Cy), 122.5, (Ca),
61.2 (Ce), 25.7 (Co10,11), 18.2 (C12), -5.5 (C75) ppm

HRMS (ESI+): caled for Ci,H,;CINOSi: 258.1075; found: 258.1067 [M+H]*

General procedure J

NaH (60% in oil, 17 mmol) was added portionwise to a solution of compound 84
(3.4 mmol) in THF (10 mL) at rt. The corresponding arylacetonitrile (4.12 mmol) was
added to the mixture and the reaction mixture was stirred 4 70 ° C for 15 h to 24 h. Water
(20 mL) was added slowly to stop the reaction. EtOAc (20 mL) was added and the two
layers separated. The aqueous layer was extracted with EtOAc (3 x 20 mL). The combined
organic layerss were washed with brine (20 mL), dried over MgSO,, filtered and
concentrated. The resulting residue was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/Ether: 7/3 to 5/5) to afford the pure product.

2-(3-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy Imethyl }pyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 87a

The compound is obtained following the general procedure ] from
phenylacetonitrile (876.5 mg, 3.4 mmol) for 15 h of reaction time.
Yellow oil, mpue= 794 mg

Yield: 69%
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'H NMR (400 MHz, CDCls): § 8.60 (dd, 1H, / =4.6 Hz, / =1.2 Hz, Hs), 7.76 (d, 1H, J =
7.7 Hz, Hs), 7.42-7.28 (m, 6H, Hay s 9, 10,11,12), 5.66 (s, 1H, H), 4.68 (d, 1H, J = 13.7 Hz,
Hi..), 4.61 (d, 1H, J=13.7 Hz, His), 0.91 (s, 9H, Hig 19,20), 0.05 (s, 6H, His 16)

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 =152.2 (Cy), 148.5 (Cs), 136.0 (Cs), 134.2 (C2), 134.0 (Cy),
129.0 (Cs12), 128.3 (Cio), 127.8 (Co11), 123.3 (Cy), 118.6 (Ci3), 61.7 (Cia), 42.3 (Co), 25.8
(Cis.1920), 18.2 (C17), -5.45 (Cis,16)

HRMS (ESI+) caled for CaoHzN;NaOSi: 361.1707, found: 361.1694 [M+Na]*

2-(4-bromophenyl)-2-(3-{[(tert-butyldimethylsilyl)oxy Imethyl}pyridin-2- yl)acetonitrile
87b

The compound is obtained following the general procedure J from 4-
bromophenylacetonitrile (490 mg, 2.53 mmol) for 15 h of reaction
time.

Yellow oil, mpue= 500 mg

Yield: 63 %

'H NMR (400 MHz, CDCl;): 6 8.57 (d, 1H, J =4.6 Hz, /=1.8 Hz, H,), 7.73 (d, 1H J =7.5
Hz, Hs), 7.49 (d, 2H, J = 7.5 Hz, His19), 7.29-7.27 (m, 3H, Hie172), 5.64 (s, 1H, His), 4.68
(d, 1H, / =13.4 Hz, Hs.), 4.63 (d, 1H, J =13.3 Hz, He), 0.90 (s, 9H, Hio11,12), 0.05 (s, 6H,
Hs) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 =152.1 (Cs), 148.8 (C1), 136.4 (C3), 134.0 (Cx), 133.2 (Ca),
132.1 (Ci617), 129.6 (Cis19), 123.5 (Ca), 122.5 (Cys), 118.3 (Cis), 62.0 (Ce), 41.4 (C13), 25.8
(Ci01112), 18.28 (Cy), -5.38 (Crs) ppm;

HRMS (ESI+): caled for C0HysN,NaOSi: 439.0811, found: 439.0813 [M+Nal*
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2-(3-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy Jmethyl }pyridin-2-yl)-2-(4-

methoxyphenyl)acetonitrile 87c

The compound is obtained following the general procedure J from 4-
methoxyphenylacetonitrile (283 uL, 2.09 mmol) for 15 h of reaction
time.

Yellow oil, mpue= 520 mg

Yield: 74 %

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6§ =8.60 (d, 1H, J=6.3 Hz, H,), 7.76 (d, 1H, / =8.1 Hz, H3),
7.30-7.27 (m, 3H, Ha16,17), 6.88 (d, 2H, / =8.1 Hz, Hs 19), 5.6 (s, 1H, Hi3), 4.64 (d, 1H, J =
13.5 Hz, He.), 4.62 (d, 1H, J =13.8 Hz, Hg), 3.80 (s, 3H, Ha1), 0.92 (s, 9H, Hio11,12), 0.05
(s, 6H, H7s) ppm;

3C NMR (100 MHz, CDCls): § = 159.7 (Cy), 152.6 (Cs), 148.6 (Cy), 136.2 (Cs),
134.27(Cs), 129.2 (Ci617), 126.1 (Ci5), 123.4 (Cy), 119.1 (C1s), 114.6 (Cis19), 61.9 (Cg), 55.5
(Ca1), 41.7 (Ci3), 25.9 (Cio11,12), 18.4 (Co), -5.1 (C75) ppm;

HRMS (ESI+): caled for Co1HysN,NaO,Si: 391, 1812, found: 391, 1814 [M+Na]*

2-(3-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy Imethyl }pyridin-2-yl)-2-(pyridine-2-yl)acetonitrile
87d

The compound is obtained following the general procedure ] from
2-pyridylacetonitrile (100 mg, 0.47 mmol) for 24 h of reaction time.

The residue was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/

Et,0 7/3 to 5/5). Purification of the compound led to degradation. So,
the crude was used directly in the next step.

Yellow oil (impure product, 56 % estimated yield).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 8.47 (d, 1H, J =5 Hz, Hs), 8.46 (d, 1H, / =4 Hz, Hs), 7.72
(m, 1H, Hs), 7.65 (m, 1H, Hys), 7.52 (d, 1H, /=8 Hz, Hs), 7.20 (m, 1H, Hy7), 7.15 (m, 1H,
H.), 5.69 (s, 1H, His), 4.83 (d, 1H, J = 13 Hz, Hs.), 4.76 (d, 1H, J = 13 Hz, Ha), 0.85 (s,
1H, Hio1,12), 0. 02 (s, 3H, Hy), 0.00 (s, 3H, Hs) ppm;
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13C NMR (100 MHz, CDCl:) § 154.5 (Cy), 151.4 (Cs), 149.5 (Cs), 148.4 (Cis), 137.3 (C3),
135.8 (C1e), 135.3 (Cy), 123.4 (C15), 123.0 (Cy7), 122.4 (Cy), 118.2 (Cis), 61.8 (Ce), 44.9 (C1),
25.8 (Ci11215), 18.3 (Co), -5.3 (C75) ppmy;

HRMS (ESI+): caled for CioHsN:0Si: 391, 1840, found: 391, 1842 [M+H]*

(2-chloropyridin-3-yl) (phenyl)methanol 89

Phenylmagnesium bromide (2.4 mL, 7.1 mmol) was added portionwise to

a stirred solution of 2-chloro-3-pyridincarboxaldehyde (1 g, 7.1mmol) in

dry Et;O (10 mL) at 0° C for 2 h. The reaction was quenched with a
saturated aqueous solution of NH4Cl (10 mL), followed by a saturated aqueous solution of
NaHCO; (10 mL). The reaction mixture was extracted with Et;0 (2 x 20 mL). The
combined organic layers were dried over MgSQO,, filtered and evaporated under reduced
pressure. The title compound was obtained in pure form without any further purification.
Orange solid, mpue=1.53 g

Yield: 98%

'H NMR (400 MHz, CDCl3) ¢ 8.18 (dd, /=4.6 Hz, / =1.8 Hz, 1H, H,), 7.89 (dd, / =7.5
Hz, / =1.8 Hz, 1H, H3), 7.20-7.15 (m, 6H, Hysw/011/12), 6.04 (s, 1H, He), 2.66 (s, 1H, OH)
13C NMR (100 MHz, CDCl;) & 149.4 (Cs), 148.4 (C1), 141.3 (C7), 137.7 (C4) 136.9 (Cy),
128.6 (Copn1), 128.1 (Cio), 127.0 (Cs12), 122.8 (C2), 72.1 (Ce)

HRMS (ESI+): caled for Ci,HioCINO: 220.0529, found: 220.0522 [M+H]*

3-(((tert-butyl(methyl)silyl) oxy) (phenyl)methyl)-2-chloropyridine 90

(2-Chloropyridin-3-yl)phenylmethanol (18.2 mmol, 1 eq), tert
Butyldimethylchlorosilane (20.2 mmol, 1.1 eq) and imidazole

(36.4 mmol, 2 eq) were added to 20 mL of dry DMF. The reaction
mixture was stirred at rt for 18 h. Et,O (100 mL) were added and the reaction mixture was

washed three time with water (3 x 100 mL) in a decanting funnel to remove DMF. The
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combined aqueous layers were extracted with Et;O (100 mL) and the combined organic
layers washed with an aqueous saturated solution of LiCl and brine. Finally, the organic
layer was dried over MgSO4 and concentrated to afford the title compound. The residue
was purified by silica gel chromatography (DCM 100%).

White solid, mpue=4.8 g

Yield: 79%

'H NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 8.30 (d, 1H, J: = 4.2 Hz, Hs), 8,03 (d, 1H, J: = 7,7 Hz,
Jo=1.6Hz, Hs), 7.40 (d, 1H, J, = 7,7 Hz, H4), 7.27 (m, 5H, Hs.12), 6,14 (s, 1H, Hs), 0.91 (s,
9H, His,1617), 0.01 (d, 6H, J; = 6,4 Hz, Hiz1a)

13¢ RMN (100 MHz, CDCls): § = 148.5(Cy), 148.3 (Cs), 142.7 (Cy), 139.4 (C7), 137.2 (Cs),
128.3 (Cg12), 127. 5 (Cio), 126.4 (Co11), 122.9 (Ca), 72.3 (Cs), 25.7 (Cis,1617), 18.1 (Cis), -4.9
(Ciza)

HRMS (ESD): calcd for CisHsCINOSi: 334.1388, found: 334.1389 [M+H]*

2-(3-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy](phenyl)methyl }pyridin-2-yl)-2-phenylacetonitrile 91

The compound is obtained following the general procedure B from

compound 90 (1g, 3.4 mmol) at 70° C for 12 h of reaction time.

The resulting residue was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/EtOAc 9/1) and trituration with petroleum ether.

White solid
Yield: 30%

'H NMR (300 MHz, CDCl:): § 8.70 (d, 1H, J = 3,9 Hz, H,), 8,04 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Hj),
7.30 (m, 9H, Hig, Hiz, His, Hio, Hao, Haa, Hos, Hae, Ha), 7,03 (m, 2H, Ha03), 5,82 (s, 1H, He),
5,55 (s, 1H, Hi3), 0,94 (s, 9H, Hio1112), 0.00 (s, 3H, Hyg), -0.09 (s, 3H, Hrg) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 152,3 (Cs), 148,8 (C,), 142,0 (Cy), 136,5 (Cs), 134,4 (Cz1),
(Cio11,12), 4,8 (Crg), -5,0 (C75) ppm;

HRMS (ESI+): caled for CosHs N,OSi: 415.2200, found 415.2201 [M+H+]*
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General procedure K

To a stirred solution of compound 87 (3.25 mmol) in 20 mL of toluene was added
PTSA.H,O (19.5 mmol). The reaction mixture was vigorously stirred at 120° C for 4 h. The
reaction mixture was cooled to room temperature and poured into a mixture of a saturated
aqueous solution of NaHCO3 and EtOAc (1/1) (50 mL + 50 mL). Water was added and
the layers were separated. The aqueous layer was extracted with EtOAc (50 mL). The
combined organic layers were washed with water (50 mL), a saturated aqueous solution of
Na;COs (50 mL) and brine (50 mL). Finally, the organic layer was dried over MgSOy,
filtered and concentrated. The resulting residue was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/EtOAc 5/5) to afford the title compound.

8-phenyl-5H,7H,8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one 88a

The compound is obtained following the general procedure K
compound 87a (800 mg, 2.36 mmol) for 4 h of reaction time.
Colorless o0il mpure= 430 mg

Yield: 80%

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 8.68 (d, 1H, J = 4.5 Hz, Hs), 7.62 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Hj),
7.39-7.28 (m, 4H, Hao10,11), 7.19 (d, 2H, J = 6.7 Hz, Hs1»), 5.32 (s, 1H, Hs), 5.29 (d, 1H, J =
14.4 Hz, His), 5.21 (d, 1H, J = 14.4 Hz, His) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6§ 170.1 (Ci3), 153.5 (C1), 149.9 (Cs), 133.2 (Cy), 133.1 (C3),
129.08 (Cs,12), 128.0 (Cio), 127.5 (Co11), 127.0 (C7), 122.7 (C4), 67.7 (C1s), 54.3 (Cs) ppm;
IR: 3060, 2364, 1744, 1539, 1442, 1242, 1039, 761 cm;

HRMS (ESI+): caled for C1sHi1NNaO,: 248.0677, found: 248.0682 [M+Na]l*
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4-(4-bromophenyl)-3,4-dihydro-1H-2-benzopyran-3-one 88b

The compound is obtained following the general procedure K from

compound 87b (160 mg, 0.4 mmol) for 4 h of reaction time.

Orange solid, mpu.= 60 g
Yield: 49 %

'H NMR (400 MHz, CDCly): § 8.49 (d, 1H, J = 4.1 Hz, H,), 7.87 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Hs),
7.56 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hion1), 7.42 (dd, 1H, J1 = 7.6 Hz, J2 = 4.9 Hz, H»), 7.13 (d, 2H, ] =
8.7 Hz, Hizns), 5.52 (d, 1H, J = 14.6 Hz, Hs.), 5.42 (d, 1H, J = 14.3 Hz, He), 5.41 (s, 1H,
Hs) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 =169.5 (C), 153.0 (Cs), 150.4 (C1), 132.8 (C3), 132.6 (Ca),
132.1 (Ciom1), 129.5 (Cizn13), 126.7 (Co), 122.8 (C2), 122.2 (C1a), 67.7 (Cs), 53.9 (Cs) ppm;
HRMS (ESI): calcd for C14H;1BrNO,: 303.9894, found: 303.9969 [M+H]*

8-(4-methoxyphenyl)-5H,7H,8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one 88c

The compound is obtained following the general procedure K from

compound 87c (520 mg, 1.4 mmol) for 4 h of reaction time.

Yellow solid, mpue= 128 mg
Yield: 36 %

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 = 8.65 (dd, 1H, J=4.9 Hz, /= 1.7 Hz, H,), 7.60 (dd, 1H,
J=8.1,/=1.2 Hz, H;), 7.33 (dd, 1H, /= 8.4 Hz, /= 1.6 Hz, H,), 7.06 (d, 2H, /= 8.4 Hz,
Hio11), 6.86 (d, 2H, /= 8.2 Hz, Hiz13), 5.28 (d, 1H, /= 14.2 Hz, He.), 5.21 (s, 1H, Hy), 5.18
(d, 1H, /= 14.2 Hz, He), 3.77 (s, 3H, His) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCls): 171.0 (C7), 159.7 (Cs), 154.5 (Cia), 150.7 (C1), 133.1 (C3),
129.2 (Cion1), 127.2 (Cy), 125.7 (C4), 123.0 (Cy), 114.9 (Ciz13), 68.2 (Cs), 55.7 (C5), 54.3
(Cs) ppm;

HRMS (ESI): caled for CisH13NNaOs: 278.0789, found: 278.0788 [M+Na]*
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5,8-diphenyl-5H, 7H, 8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one 92

The compound is obtained following the general procedure K from
compound 91 (200 mg, 0.48 mmol) at 120° C for 2 h of reaction time.
The resulting residue was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/EtOAc: 7/3) and trituration with petroleum ether.

Yellow solid, mpue= 110 mg

Yield: 76% Mixture of 2 inseparable diastereoisomers 3/1

'H NMR (400 MHz, CDCl3) of the major diastereoisomer: 6 = 8.69 (d, 1H, /= 4,8 Hz,
5.50 (s, 1H, Hia) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCls): 170,1 (Ci3), 154,0 (Cs), 150,3 (Cy), 135,5 (Cs), 134,0 (C3),
133,4 (C; or Ci5), 131,1 (Ci5 or C7), 129,4-129,1-128,9-128,1-128,0-127,5 (Cso,1011,12,
6,17,18,1920), 122,6 (C2), 79,9 (C4), 54.9 (C13) ppm;

HRMS (ESI+): caled for CaH;sNO»: 302.1176, found: 302.1176 [M+H]*

2-[2-(trimethylsilyl) ethynyl ]pyridine-3-carbaldehyde 93

CAS [222167-42-2]

PdCl,(PPhs), (360 mg, 0.52 mmol, 2 mol%), TMSA (6 mL,
44 mmol), DABCO (5.9 g, 53 mmol), and Cul (49 mg, 0.26 mmol, 1 mol%) were added to

a stirred solution of 2-bromo-3-pyridinecarboxaldehyde (5 g, 26 mmol) in dry THF at rt for
1 h. The solution was filtered on celite® and washed with DCM. The filtrate was
concentrated and the resulting residue was purified by silica gel chromatography
(Cyclohexane/EtOAc: 9/1 to 7/3) to afford the title compound.

Brown solid, mpue =4.4 g

Yield: 83%

1H NMR (300 MHz, CDCls): § 10.57 (s, 1H, He), 8.79 (dd, 1H, /=4.77 Hz, /= 1.83 Hz,
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H;),8.19(dd, 1H, /= 7.89Hz, /= 1.83 Hz, Hs), 7.41(dd, 1H, J=7.89 Hz, /= 4.77 Hz, H,),
0.32 (s, 9H, Ho1011) ppm;

13C NMR (100 MHz, DMSO-d:): 6 190.6 (Cs), 154.5 (Cs), 143.9 (Cy), 134.7 (Cs), 131.9
(Cy), 124.3 (C4), 101.4 (Cyjs), 100.0 (Cr8), -0.6 (Co1011) ppm

HRMS (ESI+): caled for C11H14NOSi: 204.0839, found: 204.0839 [M+H]*

3-((trimethylsilyl)ethynyl)isonicotinaldehyde 94
CAS [222167-62-6]

PdCl,(PPhs), (150 mg, 0.21 mmol, 2mol%), TMSA (2.6 mL,
18 mmol), DABCO (2.4 g, 21 mmol), and Cul (20.5 mg, 0.10 mmol, 1 mol%) were added
to a stirred solution of 2-bromo-3-pyridinecarboxaldehyde (2 g, 10.7 mmol) in dry THF
(20 mL) at rt for 1 h.. The solution was filtered on celite® and washed with DCM. The
filtrate was concentrated and the resulting residue was purified by silica gel
chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 9/1 to 7/3) to afford the title compound.

Brown solid, mpue=1.93 g

Yield: 89%

IHNMR (300 MHz, CDCls) & 10.53 (s, 1H, He), 8.89 (s, 1H, H,), 8.71 (d, 1H, /= 4.95 Hz,
Hs), 7.67 (d, 1H, J= 4.95 Hz, Hy), 0.31 (s, 9H, Ho1011) ppm;

BCNMR (100 MHz, CDCl:) & 190.66 (Cs), 154.77 (Cs), 149.42 (C,), 140.77 (Cs), 121.13
(Cy), 118.77 (C4), 105.89 (C7), 96.85 (Cs), -0.43 (Co,10,11) ppm;

HRMS (ESI+): caled for Ci2H,7NNaO,Si: 258.0921, found: 258.0925 [M+CH;0H+Na]l*

2-ethynylpyridine-3-carbaldehyde 95
CAS [1211522-97-2]

K,CO; (4.48 g, 32.5 mmol) was added to a stirred solution of compound
93 (4.4 g,21.6 mmol) in MeOH. The reaction mixture was vigorously stirred at rt for 5 min.

Water (30 mL) was added and the mixture was extracted with DCM (3 x 50 mL). Organic
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phase was dried over MgSOs and concentrated. The title compound was obtained in pure
form without any further purification.
Brown solid, mpue=2.76 g

Yield: 97%

1H NMR (400 MHz, CDCl3): § 10.57 (s, 1H, He), 8.82 (dd, 1H, /= 4.84 Hz, /= 1.76 Hz,
Hs), 8.22 (dd, 1H, /=7.92 Hz, /=1.76 Hz, Hs), 8.22 (dd, 1H, /=7.70 Hz, /= 4.84 Hz, H),
3.57 (s, 1H, Hs) ppm

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 190.7 (Ce), 154.5 (Cs), 143.7 (Cy), 134.9 (C3), 132.2
(C2), 124.4 (C4), 86.8 (Cs), 79.3 (C7) ppm

HRMS (ESI+): caled for CsHgNO: 132.0444, found: 132.0441 [M+H]*

3-ethynylisonicotinaldehyde 96
CAS [1196153-32-8] He O ,
U

f N7
~

|
5

2
K,CO; (1.97g, 14.24 mmol) was added to a stirred solution of compound N

94 (1.93g, 9.49 mmol) in MeOH (22 mL). the reaction mixture was stirred at rt for 5 min.
Water (15 mL) was added and mixture was extracted with DCM (3 x 50 mL). the combines
organic layers were dried over MgSQO,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The title compound was obtained in pure form without any further purification.

Brown solid, mpue=1.17 g

Yield: 94%

HNMR (300 MHz, CDCl3) § 10.53 (s, 1H, Hs), 8.95 (s, 1H, H;), 8.78 (d, 1H, /= 5.14 Hz,
Hs), 7.72 (d, 1H, /= 5.14 Hz, Hu), 3.60 (s, 1H, Hs) ppm

3CNMR (75 MHz, CDCl3) 6 190.2 (Cs), 154.9 (C1), 149.9 (Cs), 141.2 (C3), 119.8 (C»), 119.1
(Cs), 87.0 (Cs), 76.2 (C7) ppm

HRMS (ESI+): caled for CoHoNO,Na: 186.0525, found: 186.0521 [M+Na]*
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(2-ethynylpyridin-3-yl)methanol 97

At 0° C, to a stirred solution of compound 95 (200 mg, 1.53 mmol) in a

binary mixture THF/water (v/v 10/1) was added NaBH. (58 mg,
1.53 mmol). The reaction mixture was stirred for 7 min. Water (10 mL) was added and the
mixture was extracted with DCM (3 x 20 mL). The organic layer was dried over MgSOs and
concentrated. The title compound was obtained in pure form without any further
purification.

Brown solid, mpu.= 148.5 mg

Yield: 73%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): & 8.44 (d, 1H, /= 4.7 Hz, Hs), 7.88 (d, 1H, /= 7.7 Hz,
Hs), 7.4 (dd, 1H, /= 7.8 Hz, /= 4.77 Hz, H4), 5.4 (1, 1H, /= 5.6 Hz, OH), 4.63 (d, 2H, /=
5.5 Hz, Hs), 4.54 (s, 1H, Hg) ppm;

13C NMR (100 MHz, DMSO-d): § 148.0 (Cs), 140.4 (Cy), 139.0 (Cy), 134.1 (Cs), 123.7
(Cs), 84.5 (Cs), 80.6 (C7), 59.7 (Cs) ppm;

HRMS (ESI+): caled for CsHsNO: 134.0600, found: 134.0599 [M+H]*

1-(3-phenylpyridin-4-yl )ethan-1-ol 98¢

At -78° C, to a stirred solution of compound 96 (314 mg, 2.39 mmol)
in dry THF (15 mL) was added phenylmagnesium bromide (3 M in

THEF, 1.14 mL, 5.26 mmol). The reaction mixture was stirred and
allowed to warm at room temperature for 1 h. A saturated aqueous solution of NH4Cl was
added, followed by a saturated aqueous solution NaHCOj;. EtOAc was added (20 mL) and
the two layers decanted. The aqueous layer was extracted with EtOAc (2 x 20 mL). The
combined organic layers were dried over MgSO,, filtered and concentrated. The resulting
residue was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 7/3 to 5/5) to afford

the title compound.
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White solid, mpuwe= 310 mg
Yield: 62%

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § 8.66 (s, 1H, Hi), 8.59 (d, /=4 Hz, 1H, Hs), 7.74 (d, /=4
Hz, 1H, Hy), 7.43 - 7.27 (m, 5H, Hs.12), 6.24 (s, 1H, He), 3.50 (s, 1H, His).

13C NMR (100 MHz, CDCls): & 155.3 (Cs), 152.5 (Cy), 148.8 (Cs), 141,7 (Cy), 128.4
(Co,11),127.9 (Cio), 126.7 (Cs12), 120.4 (Ca), 117.0 (Cy), 85.5 (C1a), 78, 5 (Ci3), 72, 3(Cs).
HRMS (ESI+): caled for CisH;,NO: 210.0913, found: 210.0914[M+H]*

General procedure L

To a stirred solution of compound 97 or 98 (15 mmol) in 40 mL of DMF were added PhSeBr
(15 mmol) and Cul (30 mmol). The reaction mixture was stirred at rt for 2 h. Et,O
(100 mL) was added and the mixture was washed with ammonia solution (20% wt.) (4 x
20 mL). The layers were decanted and the aqueous layer extracted with Et,O (1 x 50 mL).
Combined organic layers were washed with water, brine (1 x 50 mL) and then dried over
MgSO.. After evaporation, the resulting residue was purified by silica gel chromatography
(DCM/Ethyl acetate 7/3 to 6/4) to afford the title compound.

{2-[2-(phenylselanyl)ethynyl]pyridin-3-yl}methanol 99

[ s 6 |
4 | N oH
The compound is obtained following the general procedure L from |° "N
compound 97 (2 g, 15 mmol) at rt for 2 h of reaction time. 14 5 10
Brown solid, mpue= 3.2 g vy

Yield: 74%
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): ¢ 8.46 (d, 1H, /= 4.5 Hz, Hs), 7.89 (d, 1H, /= 7.7 Hz,

Hs), 7.73-7.67 (m, 2H, Hio1a), 7.48-7.32 (m, 4H, Ha11.1213), 5.46 (t, 1H, /= 5.5 Hz, OH),
4.65 (d, 2H, /= 5.5 Hz) ppm;
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13C NMR (100 MHz, DMSO-d5): § 148.1 (Cs), 139.6, 139.5, 134.3,129.8, 129.1, 127.8 (Co),
127.5,123.3, 100.4 (Cs), 75.3 (C), 59.9 (Cs) ppm;
HRMS (ESI+): caled for C1aHi,NOSe: 290.0074, found: 290.0079 [M+H]*

1-{3-[2-(phenylselanyl) phenyl]pyridin-4-yl}ethan-1-o0l 100c

The compound is obtained following the general procedure L from

compound 98c (691 mg, 3.3 mmol) for 20 h of reaction time.

The resulting residue was purified by silica gel chromatography

(DCM/EtOAc 9/1 to 7/3) to afford the title compound.

Yellow oil, mpue= 655 mg

Yield: 55%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 8.63 (s, 1H, H,), 8.58 (d,1H, /=4 Hz, Hs), 7.68 (d, 1H,
Hs).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 155.2 (Cs), 152.0 (Cy), 149.3 (Cs), 142.8 (C7), 129.8, 129.4,
128.1,127.5,127.3, 126.6, 120.4 (C4), 117. 1 (C»), 97.5 (Cia), 78, 5 (C13), 71,4 (Cs). ppmy;
HRMS (ESI+): caled for C30Hi;sNNaOSe: 388.0212, found: 388.0204 [M+Nal*

General procedure M

To a stirred solution of compound 99 or 100 (2.76 mmol) in 40 mL of toluene was added
PTSA.H;O (11.04 mmol). The reaction mixture was stirred at 120° C for 4 h to 6 h. The
reaction mixture was cooled to room temperature and basified with a saturated aqueous
solution of NaHCOs. EtOAc was added and the two layers decanted. The aqueous layer was
extracted with EtOAc (2 x 50 mL). The combined organic layers were dried over MgSO,
and concentrated. The resulting residue was purified by silica gel chromatography to afford

the title compound.
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5H,7H,8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one 86 ou 101

The compound is obtained following the general procedure M from
compound 99 (650 mg, 2.25 mmol) at 120° C for 4 h of reaction time. The resulting residue
was purified by silica gel chromatography (Ethyl acetate 100%) to afford the title
compound.

White solid, mpue= 217 mg

Yield: 65%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.60 (d, 1H, /= 4.7 Hz, Hs), 7.69 (d, 1H, /= 7.5 Hz, Hs),
7.38 (dd, 1H, /=7.5, J= 5.1 Hz, H4), 5.39 (s, 2H, Hs), 4.07 (s, 2H, Hs) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 169.5 (C;), 151.0 (Cy), 149.9 (Cs), 132.3 (C3), 126.2 (Co),
122.3 (C4), 68.2 (Cs), 38.9 (Cs) ppm;

HRMS (ESI+): caled for CsH;NO,Li: 156.0632, found: 156.0629 [M+Li]*

1-phenyl-1H,3H,4H-pyrano[ 4,3-c]pyridin-3-one 102¢

The compound is obtained following the general procedure M from

compound 100c (630 mg, 1.7 mmol) at 120° C for 6 h of reaction time.

The resulting residue was purified by silica gel chromatography
(Cyclohexane/Et,O 1/9) to afford the title compound.

White solid, mpuwe= 141 mg

Yield: 37%

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 8.49 (m, 2H, H;5), 7.35 (m, 3H, H4, Ho11), 7.23 — 7.19 (m,
2H, Hs12), 6.98 (m, 1H, Hyo), 6.33 (s, 1H, He), 3.72 (dd, /= 16 Hz, 2H, Hi4.), 3.64 (dd, ] =
16 Hz, 2H, Hia) ppm;

13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 168.7 (Ci3), 148.6 (C1), 147.8 (Cs), 143.4 (Cs), 135.3 (Cy),
129.5 (C1o), 129.1 (Cs12), 127.3 (Co11), 126.7 (C7), 120.3 (Ca), 81.0 (Cs), 33.2 (Cis) ppm;
HRMS (ESI+): caled for C14H11NO,: 225,08; found: 226,08 [M+H1*
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8-bromo-5H,7H,8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one

To a stirred solution of compound 5H,7H,8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one
101 (100 mg, 0.67 mmol) in DCM (10 mL) was added NBS (119 mg,

0.67 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min. DCM was
added and the resulting organic layer was washed twice with a saturated aqueous solution
of NaHCOs. The combined organic layers were dried over MgSO,, filtered and
concentrated to afford the title compound in pure form.

Brown solid, mpuwre= 90 mg

Yield: 59%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6§ 8.65 (d, 1H, /=6 Hz, Hs), 7.65 (d, 1H, /=9 Hz, Hs), 7.38
(dd, 1H, /=9 Hz, /=6 Hz, Hy), 5.63 (d, 1H, /=12 Hz, Hs,), 5.51 (s, 1H, Hy), 5.30 (d, 1H,
J=12 Hz, Hep) ppm;

13C NMR (100 MHz, CD;0OD): & 167.4 (Cs), 151.6 (C1), 151.3 (Cs), 135.7 (C3), 130.6 (Cy),
126.0 (C4), 69.4 (Ce), 49.3 (C7) ppm;

HRMS (ESI+): caled for CsH¢BrNNaO,: 249.9474, found: 249.9480 [M+Nal*

8-hydroxy-8-phenyl-5H,7H,8H-pyrano[4,3-b]pyridin-7-one 107

BuOK (33 uL, 0.266 mmol) was added to a stirred solution of

compound 88a (20 mg, 0.088 mmol) in 0.5 mL of DMSO-ds. O, was

bubbled into the reaction mixture for 20 min. Water was added and the

mixture was extracted with EtOAc (3 x 2 mL). The combined organic layers were washed
with brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated. The title compound was obtained

in pure form without any further purification.
'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.75(d, /= 4.4 Hz, 1H, H,), 7.62 (d, /= 7.6 Hz, 1H,

H,), 7.42 (dd, /= 7.6, 4.9 Hz, 1H, Hs), 7.36 — 7.26 (m, 3H, Hy; Hy, Hys), 7.26 — 7.14 (m,
2H, Hy Hu), 5.07 (dd, /= 40.0, 5.6 Hz, 2H, Hs).
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13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 171.4 (C7), 153.7 (Cs), 149.7 (Cy), 137.1 (C), 133.1
(C3),129.3 (C12), 129.1 (C19 C1a),126.8 (C1; Ci3), 126.2 (Cy), 123.5 (Cy), 77.2 (Cg), 67.2 (Ce).

Potassium [3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine-2-yl](phenyl acetate) 109

To a stirred solution of compound 2-[3-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridine-2-

yl]-2-phenylacetonitrile 3a (100 mg, 0.37 mmol) in a ternary solution
of THF/MeOH/H,0 was added KOH (56 mg, 1.1 mmol). The reaction

mixture was refluxed at 90° C for 3 days. The mixture was concentrated
under reduced pressure and the resulting solid was filtered with water. The filtrate was
concentrated under reduced pressure to afford the title compound in pure form.

White solid, mpw= 20 mg

Yield: 16%

'H NMR (300 MHz, Deuterium Oxide) & 8.43 (dd, /= 5.4 Hz, 1H, Hs), 7.95 (dd, J =
7.4 Hz, 1H, Hs), 7.49 — 7.12 (m, 6H, Hy Hi, His His His Hig), 6.02 (s, 1H, Hg), 5.50 (s, 1H,
Hs), 4.24 — 3.88 (m, 4H, H, Hs).

Benzo [g] quinolinium 110

3 9
2 X
5 ml of HCI 12 M was added to a stirred solution of compound 109 1
8

4
5

6
" H

(20mg, 0.06mmol) in THF (2 mL). The mixture was stirred at 80° C '

Cl

for 7 h. The mixture was concentrated under reduced pressure to afford the title compound.
White solid, mpuwe= 10 mg
Yield: 83%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 9.00 (dd, /= 3.9, 1.7 Hz, 1H, H,), 8.71 (s, 1H, Hgy),

8.41 (s, 1H, Hop), 8.33 (d, /= 8.5 Hz, 1H, H,), 8.14 — 8.00 (m, 2H), 7.56 — 7.51 (m, 2H),
7.38 (dd, /= 8.6, 3.9 Hz, 1H, IL,).
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13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) § 151.5,136.4, 128.5,128.1, 127.4, 126.7, 126.3, 126.1,
120.5.

Tert-butyl [3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine-2-yl] acetate 111

7
At 0° C, to a stirred solution of compound 2-chloro-3-(1,3- |, Eﬁ%\a;i?z 12 ,
dioxolan-2-yDpyridine 2 (500 mg, 2.69 mmol) in dry toluene | s | N7 =10 O1ﬂ< 14
(5 mL) were added the tert-butylacetate (582 uL, 4.04 mmol) and
huXPhosPdG1 (36.95 mg, 0.054 mmol, 2% mol). 5 min later LIHMDS (8.1 mL, 8.1 mmol)

was slowly added. The reaction was quenched after 5 min with a saturated aqueous solution
of NH4Cl (10 mL) for 5 min and extracted with EtOAc (20 mL) and NaHCO; (15 mL). The
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO,, filtered and
concentrated. The title compound was obtained in pure form without any further
purification.

Orange/brown Oil

Yield: quantitative
'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.52 (dd, /=4.8, 1.8 Hz, 1H, Hs), 7.81 (dd, /= 7.8,

1.8 Hz, 1H, H3), 7.22 — 7.10 (m, 1H, Hy), 5.92 (s, 1H, He), 4.14 — 3.93 (m, 4H, Hy), 3.91
(S, ZH, Hg), 141 (S, 9H, H12/13/14>.

Tert-butyl [3-(1,3-dioxolan-2-yl) pyridine-2-yl](4-nitrophenyl) acetate 112

To a stirred solution of compound 111 (100 mg, 0.38 mmol) in dry
THF (1 mL) were added NaH (76 mg, 1.9 mmol) and the

p-nitrofluorobenzene (53.6 mg, 0.38mmol). The reaction mixture

was stirred at room temperature for 20 h. The mixture was K NO, /

quenched with water and extracted with EtOAc (3 x 5mL) and brine (5 mL). The combined

organic layers were dried over MgSQO,, filtered and concentrated under reduced pressure.
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The resulting residue was purified by silica gel chromatography (Clyclohexane/EtOAc
85/15 to 8/2) to afford the title compound.

Pale yellow solid, mpue= 30 mg

Yield: 21%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.60 (dd, /= 4.8, 1.8 Hz, 1H, Hs), 8.16 (d, /= 8.8
Hz, 2H, Hy; Hyo), 7.90 (dd, /= 7.8, 1.8 Hz, 1H, H3), 7.62 (d, /= 8.8 Hz, 2H, H;s Hy), 7.26
(dd, /=17.8,4.8 Hz, 1H, H.), 5.96 (s, 1H, Hs), 5.67 (s, 1H, Hy), 4.19 — 4.00 (m, 4H, H; Hy),
1.43 (s, 9H, Hi» Hi3 Hya).
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