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LISTE DES ABREVIATIONS

Ac : acétyle

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

Ar : aryle

Bz : benzoyle

cata = en quantité catalytique

CCM : chromatographie sur couche mince

CEDU : 5-(2-chloroéthyl)2’-désoxyuridine

CM : métathése croisée (cross metathesis)

COSY : correlated spectroscopy

DBU : diazabicyclo[5,4,0]Jundec-7-¢éne

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

DMT : diméthoxytrityle

EDTA : éthylénediaminetétracétate

EP : Ether de pétrole éq = équivalent

fig = figure

HIV : virus d’immunodéficience humaine

HMBC : Homonuclear Multiple Bond Correlation Spectroscopy
HMDS =1,1,1,3,3,3-héxaméthyldisilazane

HMQC : Heteronuclear Multiple Quantum Correlation Spectroscopy
ICsp : inhibition celluaire

IR : infrarouge

Me = méthyle

MO : micro-onde

MTT : bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium
PNA : acides polyamides nucléiques

ppm = partie par million



PPTS : pyridinium paratoluene sulfonate

RCM : métathese par fermeture de cycle (ring closing metathesis)
Rf : rapport frontal (CCM)

RMN : résonance magnétique nucléaire

ROM : ouverture de cycle par métathése (ring opening metathesis)

ROMP : polymérisation par ouverture de cycle par métathése (ring opening
metathesis polymerization)

SIDA : syndrome d’immuno-déficience acquise

SM : self-metathesis

TBDMS : tertiobutyldiméthylsilyle

TMSCI = chlorure de tétraméthylsilane

TMSOTT : Triméthylsilyle trifluorométhane sulfonate

THF : tétrahydrofurane

Tf : température de fusion

A : chauffage classique

ph : groupement phényle



INTRODUCTION GENERALE

La Chimie des nucléosides représente un des développements majeurs dans le
domaine de la chimie fine. L’importance biologique de ces composés est apparue des la
premiere moitié du vingtieme siecle. Leur présence dans la cellule est indispensable en raison
de leur implication dans la synthése protéique et dans les processus de transmission de

l’information génétique, transcription et traduction.

Les nucléosides modifiés ont vivement intéressé le chimiste et le pharmacologue en
raison de leur impact dans le domaine thérapeutique. En effet, ces composés apres quelques
modifications ont montré des propriétés antibiotiques, anticancéreuses, antivirales ou
antirétrovirales. Cependant si certains d’entres eux comme [’AZT, le d4T ou [’acyclovir ont
été largement médiatisés, on ne dispose que d’un éventail relativement modeste de molécules
réellement actives. De plus, les phénomenes de résistances virales peuvent apparaitre dans
des délais plus ou moins longs. C’est pourquoi la recherche de nouveaux analogues est

toujours d’actualité.

Dans le cadre du programme de recherche sur les analogues de nucléosides du
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles de |’Université de Limoges, nous proposons
la synthese d’analogues de di- et trinucléosides reliés par une chaine carbonée insaturée.
Cette structure, différente des liaisons phosphodiesters classiques, pourrait présenter des

propriétés biologiques intéressantes.

Nous présentons, dans une seconde partie, la synthése de nouveaux agents
anticancéreux et plus exactement des agents alkylants qui créent un lien chimique fort avec
les bases de I’ADN. Lors de la division cellulaire, le dédoublement des deux brins d’ADN
devient difficile et la transcription s arréte au niveau de [’agent alkylant entrainant ainsi le

suicide de la cellule.
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LES NUCLEOSIDES ET LEURS ANALOGUES-
ETAT DE LA QUESTION

I. INTRODUCTION

Dans ce chapitre, nous proposons de décrire du point de vue de leur structure et de leur
activité¢ biologique, les nucléosides et les oligonucléotides et de présenter quelques

oligonucléotides modifiés connus pour leur activité thérapeutique.

I.1. Les nucléosides et oligonucléotides : définition, structure

Les nucléosides sont des molécules d’origine naturelle, constituants de base des acides
nucléiques (ADN et ARN), qui jouent un réle fondamental dans la vie et la reproduction des
cellules animales, végétales et microbiennes. Les acides nucléiques sont des substances qui,
comme leur nom I’indique, ont été tout d’abord isolées du noyau des cellules. En fait, comme
on I’a su plus tard, il existe des acides nucléiques non seulement dans le noyau, mais aussi
dans le cytoplasme des cellules. Ce terme n’est donc plus appropri€, mais il a été cependant
conservé. Il existe deux types d’acides nucléiques, I’ADN (acide désoxyribonucléique)
essentiellement localis¢ dans le noyau des cellules, et I’ARN (acide ribonucléique)
essentiellement retrouvé dans le cytoplasme des cellules. C’est dans la synthése des protéines,
composés fondamentaux de la cellule, supports de la plupart des activités biologiques, que les
acides nucléiques ADN et ARN jouent un role essentiel.

D’une facon trés schématique, I’ADN contient l’information nécessaire a cette
synthese, le programme. Il servira en quelque sorte a dicter 1’ordre dans lequel tel acide
aminé, puis tel autre acide aminé, doivent s’enchainer pour donner finalement la protéine
adéquate. Il renferme également I’information nécessaire a la régulation de la synthese
protéique. L’ADN est un élément permanent de la cellule. Les informations qu’il contient
seront transmises aux descendants. On dit que ’ADN est le support de 1I’hérédité. Les ARN,

quant a eux, permettent I’exécution de la synthése protéique.



Les acides nucléiques sont de trés longues molécules, formées par la répétition de
sous-unités appelées “ nucléotides .

Du point de vue expérimental, les nucléosides résultent de 1’'union d’une base azotée
(purique ou pyrimidique) reliée par une liaison carbone-azote a une partie glucidique : le

ribose pour ’ARN ou le désoxyribose pour ’ADN (schéma 1.1).
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dans ADN) dans ARN)

Schéma 1.1 : Structure générale d’un nucléoside

Les nucléotides résultent de la phosphorylation des nucléosides. La liaison entre les
différents nucléosides est assurée par de I’acide phosphorique qui estérifie les fonctions alcool
en position 3’ et 5° des sucres. On appelle alors nucléotide chaque motif complet, comportant

un groupe phosphate, un sucre et une base azotée (schéma 1.2).

ribonucléotide désoxyribonucléotide

Schéma 1.2 : Ribo- et désoxyribonucléotide

Les polynucléotides ou les oligonucléotides sont des macromolécules constituées par
I’enchainement de plusieurs nucléotides reliés entre eux par une liaison 3°,5’-phosphodiester.

Un seul groupement phosphoryle réunit les deux nucléotides contigus en estérifiant d’une part



I’hydroxyle en position 3’ du premier nucléotide et d’autre part 1’hydroxyle en position 5° du

deuxiéme nucléotide (schéma 1.3).

Schéma 1.3 : Schéma d’oligonucléotide

I.2. Structure et fonction de ’ADN et de PARN

L’ADN est donc formé de trés nombreux nucléotides reli€s entre eux par des fonctions
phosphodiesters. Ce sont J.D. Watson et F.H.C. Crick' qui, en 1953, ont élucidé pour la
premiere fois la structure de ’ADN. Trois caractéristiques sont propres a I’ADN, et vont le
différencier des ARN. Comme les initiales “ADN” I’indiquent, 1’ose entrant dans la
constitution de ’ADN est du désoxyribose, et non du ribose comme ce sera le cas dans les
ARN. Les bases constituant les nucléotides de I’ADN sont 1’adénine, la guanine, la cytosine
et la thymine. Il est a noter que, dans I’ADN, on ne trouve jamais d’uracile alors que dans les
ARN, il y aura de I’uracile a la place de la thymine. Une molécule d’ADN est habituellement
formée de deux chaines (on dit aussi « deux brins ») de nucléotides, alors qu’une molécule
d’ARN n’en comprend qu’une. On note cependant des exceptions chez certains virus.

Ces deux brins ont trois propriétés essentielles, ils sont dits antiparalléles,

complémentaires et hélicoidaux (schéma 1.4).

! a) J.D. Watson, F.H.C Crick, Nature, (1953), 171, 737; id., 1953, 171, 964.
b) F.H.C. Crick, J.D. Watson, Proc. Roy. Soc. (4) , 1954, 223, 80.
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Schéma 1.4 : Structure de I’ADN

- Antiparall¢le, signifie que les deux brins sont paralléles mais dans des directions opposées.

- Complémentaire, signifie qu’en face de I’adénine se trouve la thymine et en face de la
cytosine, la guanine. Cette complémentarité entre les deux chaines s’explique par des raisons
stériques. En face d’une purine, on a obligatoirement une pyrimidine. Chaque paire de bases a
donc la méme dimension et ceci rend possible la structure réguli¢re de la double hélice. Ceci
pourrait laisser supposer qu’en face de I’adénine, on peut aussi bien trouver la thymine que la
cytosine. Il n’en est rien, en effet, les bases complémentaires situées face a face sont liées
entre elles par des liaisons hydrogene. En face d’un groupement NH; en position 6 d’une base
purique se trouve un groupement C=0 d’une base pyrimidique, et inversement en face d’un
groupement NH, d’une base pyrimidique se trouve un groupement C=0 d’une base purique.

On peut remarquer que pour le couple A/T il y a deux liaisons hydrogene et que pour le

couple C/G le nombre de liaisons hydrogeéne est de trois (schéma 1.5).

A
1
\
\
\
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vers le grand sillon

Adénine Thymine

2 Liaisons hydrogéne

Schéma 1.5 : Appariement des bases par liaisons hydrogéne



- Hélicoidale, signifie que les deux chaines de I’ADN présentent dans I’espace une
configuration en forme d’hélice. Elles s’enroulent autour d’un axe central imaginaire en
formant une double hélice. Il existe trois structures classiques des doubles brins de I’ADN,
qui sont : I’ADN-A, ’ADN-B et ’ADN-Z. Cette classification est fondée sur des criteres
physico-chimiques. Ces types d’ADN différent 1égérement par le diametre de leur hélice et
par D’orientation de leurs paires de bases. De ce fait, les formes A et B sont composées

d’hélices droites tandis que la forme Z est composée d’hélices gauches (schéma 1.6).

ADM A

ADNZ
L]
=
g2
. I?-

Schéma 1.6 : Les différentes formes de I’ADN

L’ADN-B est la forme biologiquement la plus importante. Les plans des bases sont
perpendiculaires a 1’axe de I’hélice. Ces bases, a squelette hydrophobe, s’empilent les unes
au-dessus des autres avec un certain décalage. Les analyses physico-chimiques d’ADN-B ont
tout d’abord été effectuées sur des fibres cristallines : on trouve ainsi 10 paires de bases par
tour de spire. La distance entre deux spires correspondant au pas de I’hélice est de 3,4 nm. Le
diametre de I’hélice est de 2,4 nm. Dans les cellules, I’ADN-B posséde en moyenne 10,5
paires de bases par tour de spire.

Vue de profil, la double hélice de la forme B présente deux sillons, le grand et le petit,
en spirale a peu pres également creusés mais plus ou moins larges. Le fond du grand sillon
contient un grand nombre d’atomes d’azote et d’oxygene qui appartiennent au sommet de la
paire de bases et qui se projettent vers ’intérieur, a partir de leurs squelettes sucre-phosphate
respectifs. Le fond du petit sillon est rempli d’atomes d’azote et d’oxygene des paires de
bases et qui se projettent vers 1’extérieur de leur squelette.

La forme A est rarement observée avec I’ADN, mais existe souvent avec I’ARN.



L’ADN-Z est une double hélice gauche. Il n’est pas I’image dans un miroir de I’ADN
droite. Il a une conformation différente, le squelette sucre-phosphate est en zigzag. L’ADN-Z
forme une hélice plus svelte et moins torsadée que I’ADN-B. Il comporte un nombre plus
¢levé de paires de bases par tour d’hélice. Ainsi, on trouve douze paires de bases par tour de
spire. Le pas de I’hélice est de 4,6 nm et le diamétre de 1,8 nm.

Les acides nucléiques ADN ou ARN fournissent le scénario de tous les événements
qui se produisent dans une cellule en étant les dépositaires moléculaires de 1’information
génétique. La structure de chaque protéine, et donc de chaque constituant cellulaire, est la
résultante d’une information programmée dans la séquence nucléotidique des acides
nucléiques cellulaires. La séquence en acides aminés de chaque protéine et la séquence
nucléotidique de chaque molécule d’ARN dans une cellule sont déterminées par celle de
I’ADN cellulaire. L’information nécessaire a la synthése d’une protéine ou de ’ARN se
trouve dans les séquences nucléotidiques correspondantes de I’ADN. Un segment d’ADN qui
contient I’information nécessaire pour la synthése d’un produit biologique fonctionnel est
appelé gene. Afin de propager cette information génétique dans toutes les cellules, la nature
permet la réplication de la molécule d’ADN. La réplication de ’ADN consiste en la copie de
la totalité de 1’information contenue dans le génome d’un organisme vivant. Ce processus se
déroule selon un mode semi-conservatif, chacun des brins de I’ADN servant de modé¢le pour

la copie du brin complémentaire (schéma 1.7).

. . A
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Schéma 1.7 : Réplication de I’ADN

Le processus de réplication démarre en un point fixe, appelé origine de réplication. La

séquence de ’ADN, au niveau de 1’origine, est capable d’induire des auto-appariements qui



sont reconnus par des protéines chargées d’initier la réplication. Une fois I’origine de la
réplication reconnue, le processus suppose une séparation des deux brins par la rupture des
liaisons hydrogene entre les bases (G/C et A/T). L’¢longation est assurée dans les cellules par
des enzymes appelées ADN polymérases. Ce sont des chaines polypeptidiques qui sont
chargées d’effectuer une attaque nucléophile par le groupement 3’-hydroxyle d’un nucléotide
situ¢ a lextrémité 3° d’un brin de ADN en développement, sur le phosphore d’un
désoxynucléoside 5’-triphosphate nouveau comme représent¢ sur le schéma 1.8. Du

pyrophosphate inorganique est libéré au cours de la réaction.

Extrémité 5' Extrémité 3'

Phosphate ——

2'-déoxyribose

Schéma 1.8 : Elongation d’une chaine d’ADN en cours de réplication”

La réaction de polymérisation est guidée par un brin d’ADN mode¢le selon les regles
d’appariement des bases par paire, lorsqu’une guanine est présente dans cette matrice mode¢le,
une cytosine est ajoutée au nouveau brin et ainsi de suite. Une amorce est aussi indispensable,
il s’agit d’un segment de brin nouveau (complémentaire du modele) possédant un groupement
3’-hydroxyle auquel peuvent étre ajoutés des nucléotides. Cette réplication a lieu
exclusivement dans le sens 5°—3’ avec les nucléosides triphosphates comme source de
monomeres.

L’expression de I’information génétique contenue dans un segment d’ADN passe
toujours par la formation d’une molécule d’ARN (ARN messager). Au cours d’un phénomene
appelé transcription, un systéme enzymatique (I’ARN polymérase) convertit I’information
génétique d’un segment d’ADN en un brin d’ARN dont la séquence est complémentaire de

celle d’un des brins de I’ADN.

AL Lehninger, D.L. Nelson, M.M. Cox, Principes de biochimie, Ed : Médecine-Sciences, Flammarion, eme
édition, 1994, 336.
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L.3. Virus et rétrovirus : généralités

Les virus sont les organismes les plus simples du monde vivant. Ils ne possédent pas le
matériel métabolique servant a la synthése protéique et a la production d’énergie nécessaire a
leur reproduction. Pour se reproduire, les virus doivent obligatoirement parasiter une cellule-
héte. Les rétrovirus quant a eux ont I’information génétique qui n’est contenue que dans
I’ARN et non dans de I’ADN. Ils sont responsables de maladies graves telles que le SIDA ou
certains cancers. Certains virus dont le génome est un ARN, présents dans les tissus animaux,
contiennent a D’intérieur de la particule virale, une enzyme polymérase particuliére appelée
transcriptase inverse. Lors d’une infection, le génome viral constitué d’un ARN simple brin
(qui contient environ 10000 nucléotides) et la transcriptase inverse pénétrent dans la cellule-
hote. La transcriptase inverse catalyse la synthése d’un brin d’ADN complémentaire de
I’ARN viral. Le méme enzyme dégrade le brin d’ARN de I’hybride ARN-ADN ainsi formé et
le remplace par I’ADN complémentaire. La double hélice d’ADN qui en résulte est souvent
incorporée dans le génome de la cellule-hote. Dans certaines conditions, un tel génome viral
intégré (et dormant) devient activé et est transcrit pour donner naissance a de nouveaux virus.

Les rétrovirus ont joué un role important dans 1’évolution de la compréhension
moléculaire des mécanismes du cancer. La plupart des rétrovirus ne tuent pas leur cellule-
hote, ils restent intégrés dans I’ADN cellulaire et sont répliqués avec lui. Certains rétrovirus
possédent cependant, un gene additionnel (oncogeéne) qui conduit la cellule a devenir
cancéreuse (c’est-a-dire a croitre de fagon anormale), ces virus sont appelés virus tumorigeénes
a ARN. Par exemple, le virus de I'immunodéficience humaine (HIV), I’agent causal du
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), est un rétrovirus. Le HIV posséde un ARN
génomique contenant les génes habituels des rétrovirus en méme temps que plusieurs genes
inhabituels. Chez ce virus, le géne contenant le code des protéines de 1’enveloppe virale subit
(en méme temps que le reste du génome) des mutations a une vitesse trés rapide, ce qui
complique le développement d’un vaccin efficace.

La transcriptase inverse® du HIV est environ 10 fois moins exacte pour la transcription
de I’information que les autres transcriptases inverses connues, ce qui suffit a expliquer le
taux de mutations élevé observé chez ce virus. Il se produit en général une ou plusieurs
erreurs a chaque réplication du génome viral, de telle sorte que deux molécules d’ARN viral
ne sont pratiquement jamais identiques. La transcriptase inverse est la cible des médicaments

les plus utilisés pour traiter les malades infectés par le HIV (schéma 1.9).

3 Transcriptase inverse : Enzyme virale nécessaire  la copie de I’ARN viral en ADN viral.
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Schéma 1.9 : Cycle de réplication d’un rétrovirus, le HIV

I.4. Oligonucléotides a visée thérapeutique

Une maladie peut étre causée par de nombreux facteurs : par exemple, une bactérie
peut provoquer une infection, on la traite alors par des antibiotiques. D’autres maladies sont
plus difficiles a traiter comme les maladies génétiques ou certaines maladies d’origine virale,
pour lesquelles un segment de I’ADN est modifi¢ ou ajouté et s’exprime alors en modifiant le
fonctionnement normal de la cellule.

La régulation de I’expression des genes, notamment de ceux responsables d’une
maladie, peut étre effectuée au moyen d’oligonucléotides spécifiques®. Cette régulation est
déja effective de maniére naturelle au sein de chaque cellule lors de la production de telle ou
telle protéine. Le méme type d’approche est particuliérement adapté au traitement des
cancers, des maladies infectieuses et de certaines maladies immunologiques. Le traitement
consiste a supprimer I’expression d’un geéne spécifique a 1’origine des cellules cancéreuses, de
I’infection, de ’allergie, de I’inflammation, etc..., sans interférer avec les fonctions cellulaires
normales. On peut ainsi chercher a inhiber sélectivement I’expression d’un geéne viral
particulier nécessaire a la réplication du virus ou d’un oncogene activé de fagon inappropriée.

De plus, I’inhibition ciblée d’un géne peut offrir la possibilité de traiter certaines maladies

4 a) H. Schreier, Pharm. Act. Helv. , 1994, 68, 145.
b) K.-Y. Jen; A.M. Gewirtz, Stem Cells, 2000, 18, 307.
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héréditaires dominantes. La thérapie par inhibition sélective de 1’expression d’un géne est
techniquement possible a trois niveaux :
i l'utilisation d’anticorps intracellulaires (qui peuvent étre dirigés contre des sites spécifiques
dans les cellules, afin de se lier a une protéine) ou d’oligonucléotides aptameres (qui peuvent
se lier spécifiquement a un polypeptide sélectionné).
ii la thérapeutique antisens’ : un oligonucléotide spécifique du géne ou de ’ARN se lie &
I’ARN. Dans certains cas, 1’agent de liaison peut étre un ribozyme, molécule d’ARN
catalytique, spécifiquement congu pour couper I’ARN transcrit.
iii la thérapeutique triple hélice’ : elle repose sur I’addition d’un oligonucléotide pour former
une triple hélice au niveau de ’ADN double-brin du geéne afin d’inhiber la transcription du
gene.

Nous nous sommes intéressés plus précisément aux deux derniers types d’action, la

thérapie antisens et la thérapie triple hélice.

1.4.1. La thérapie antisens

Une possibilit¢ pour bloquer I’expression de I’ARN consiste a utiliser des
oligodésoxynucléotides antisens. Au cours de la transcription, seul I’un des brins d’ADN, le
brin matrice, sert de matrice pour la synthése d’une molécule d’ARN complémentaire. Par
conséquent, la séquence de base de ’ARN simple-brin ainsi transcrit est pratiquement
identique (a D’exception de l'uracile qui remplace la thymine) a D’autre brin d’ADN,
communément appelé brin sens. Tout oligonucléotide complémentaire dans la séquence d’un
ARNm (donc pratiquement identique au brin matrice) peut étre ainsi considéré comme une
sequence antisens. La liaison d’une séquence antisens a une séquence ARNm correspondante
est supposée interférer avec la traduction et, ainsi inhiber la synthése du polypeptide. On sait
que les ARN antisens permettent de controler 1I’expression de génes dans certaines plantes et
cellules animales comme dans certains micro-organismes. On peut créer des oligonucléotides
synthétiques de séquence complémentaire a un ARNm spécifique, lorsqu’ils sont transférés
dans les cellules, ces oligonucléotides ont un effet inhibiteur sur I’expression du gene
correspondant. C’est sur cette base que s’est développé le concept de la thérapie antisens
(schéma 1.10). On pourrait inhiber sélectivement 1’expression non désirée du géne spécifique

dans des tissus malades en utilisant une séquence antisens spécifique de géne artificielle.

M. Kumar; G. G. Carmichael, Microbiol. Mol. Biol. Rev. , 1998, 62, 4, 1415.
®S. Buchini; C. J. Leumann; Current Opinion in Chemical Biology, 2003, 7, 717-726.

13



Différents types de séquences peuvent étre utilisées, des oligodésoxynucléotides antisens, des
genes antisens, des ribozymes. ..
traduction
ARMN messager venant ’ possible
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Schéma 1.10 : Principe de la thérapie antisens
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1.4.2. La thérapie triple hélice
Des oligonucléotides peuvent étre congus pour se fixer sur une double hélice
d’ADN. Une telle approche est nécessaire si 1’on veut, par exemple, moduler la
transcription d’un géne en se fixant sur son promoteur. La formation d’une triple hélice
s’effectue par fixation d’un troisiéme brin oligodésoxyribonucléotidique dans le grand

sillon de I’ADN (schéma 1.11).
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Schéma 1.11 : Principe de la thérapie triple hélice’®

La fixation du troisiéme brin est rendue possible par des liaisons hydrogéne de Hoogsteen
(schémas 1.12, 1.13, 1.14 et 1.15). On voit sur ces schémas, que seules les bases guanine et
cytosine sont capables de former, en plus d’une liaison de Watson-Crick, des liaisons
hydrogéne de Hoogsteen. La formation des liaisons hydrogéne de Hoogsteen est possible de
par le fait que sur les purines, il existe des sites pouvant se lier par liaison hydrogeéne autres
que ceux déja occupés par les liaisons hydrogeéne de Watson-Crick. En effet sur la guanine, un

des doublets de ’oxygeéne du carbonyle en position 6 et le doublet de 1’azote en position 7
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sont disponibles pour de nouvelles liaisons hydrogene, de méme que le doublet de 1’azote en
position 7 et qu’un des atomes d’hydrogeéne de la fonction amine en position 6. Il est ainsi
possible qu’une base vienne se lier & ces purines permettant de former le triplex, de la manicre
suivante : une thymine peut se lier a I’adénine d’une paire adénine-thymine, une guanine peut
se lier a une paire guanine-cytosine, une cytosine protonée sur I’azote en position 3 en milieu
acide peut se lier a cette méme paire et une adénine peut se lier a une paire adénine-thymine.
Il est a noter que dans les trois premiers cas, deux possibilités de positionnement de la base
supplémentaire sont envisageables, le sucre se trouvera alors d’un c6té ou de I’autre. Cette

structure a été clairement caractérisée par RMN par M.J.P. van Dongen et coll.”

z Q
o . (0] N o
Liaisons Hydrogéne I Liaisons Hydrogéne
de Watson-Crick H de Watson-Crick
CHs AN _CHs
\ LS \
A\ \
CH % N\C CH
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X N=CH X
Sucre Adénine Sucre
Thymine Thymine

Schéma 1.12 : Liaisons hydrogéne Thymine-Adénine-Thymine
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Schéma 1.13 : Liaisons hydrogéne Cytosine protonée-Guanine-Cytosine

"ML.J.P. van Dongen; H.A. Heus; S.S. Wymenga; G.A. van der Marel; J.H. van Boom; C. W. Hilbers,
Biochemistry, 1996, 35(6), 1733.
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Schéma 1.14 : Liaisons Hydrogéne Guanine-Guanine-Cytosine

Adénine

Schéma 1.15 : Liaisons Hydrogéne Adénine-Adénine-Thymine

Le second brin d’ADN sur lequel s’hybride le troisiéme brin doit donc étre, en regle
générale, formé uniquement de purines. Il y a peu de séquences naturelles homopuriques
assez longues sur I’ADN chromosomique pour former des triples hélices stables, ce qui rend
cette stratégie assez difficile a mettre en ceuvre. Néanmoins, des séquences homopuriques ont
été identifiées chez certains virus, dont le virus HIV, ce qui rend la stratégie triple hélice
attractive pour le développement de produits antiviraux a forte sélectivité d’action®.

Ces oligonucléotides peuvent étre acheminés a Iintérieur de la cellule par
I’intermédiaire par exemple, de liposomes, vésicules dont la paroi est formée d’une ou
plusieurs bicouches le plus souvent de nature phospholipidique et renfermant un espace
interne aqueux. Une fois a I’intérieur de la cellule, les oligonucléotides peuvent alors migrer
rapidement vers le noyau de la cellule (schéma 1.16) ou ils pourront alors se lier au segment
d’ADN cible, en formant une triple hélice, inhibant ou tout du moins génant 1’expression du

S A 9,10
gene indésirable.™

M. L. Capobianco; M. De Champdoré; F. Arcamone; A. Garbesi; D. Guianvarc’h; P. B. Arimondo; Bioorganic

& Medicinal Chemistry, 2005, 13, 3209-3218.

? a) M. Grigoriev; D. Praseuth; A.-L. Guieysse; P. Robin; N.T. Thuong; C. Héléne; A. Harel-Bellan, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1993, 90, 3501.
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Schéma 1.16 : Introduction d’un vecteur synthétique dans une cellule''

Cependant, a ’intérieur de la cellule, ces oligonucléotides sont exposés a I’attaque de
nucléases, et la demi-vie des oligonucléotides conventionnels possédant des liaisons
phosphodiesters est habituellement d’environ 20 minutes. Il est donc nécessaire de modifier
chimiquement les extrémités 3’ et 5° des oligonucléotides, afin de les protéger contre 1’attaque
des nucléases, enzymes qui catalysent 1’hydrolyse des acides nucléiques, en rompant les
chaines de nucléotides en plus petites unités. Une possibilité réside dans I’incorporation de
liaisons phosphorothioates. L’application de cette technique présente cependant des
limitations, la principale est que pour établir des liaisons hydrogéne de Hoogsteen, les

séquences cibles doivent étre compleétement constituées de purines sur 1’un des brins. Les

b) D. Praseuth; A.L. Guieysse; C. Héléne, Biochimica et Biophysica Acta., 1999, 1489, 181.
0cwv. Catapano; E.M. McGuffie; D. Pacheco; G. M. R. Carbone, Biochemistry, 2000, 39 (17), 5126.
" www. ac-orleans-tours. fr
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segments d’ADN mis en jeu dans les fonctions biologiques importantes ne remplissent que

rarement cette condition. Pour reconnaitre un plus grand nombre de séquences d’ADN,

plusieurs approches ont récemment été proposées :
- de nouveaux analogues de bases ont été synthétisés pour se lier aux pyrimidines des
paires Watson-Crick T-A et C-G. Ces nouvelles molécules ont montré qu’elles forment
des triplets stables dans les conditions physiologiques'?, permettant de « sauter » les
bases non-puriques ;
- plusieurs groupes de recherche ont exploré une approche basée sur le ciblage de
séquences formées par I’enchainement d’un segment ne comportant que des bases
puriques suivi d’un segment exclusivement pyrimidique, que 1’on note pour simplifier
(purine),(pyrimidine),. En effet, si un brin de la double hélice présente cet
enchainement, cela implique que le brin complémentaire aura une séquence
(pyrimidine)m(purine),. Deux domaines puriques sont donc adjacents mais se trouvent
sur des brins différents. Afin d’hybrider la totalit¢ de cette zone de I’ADN, deux
segments pyrimidiques reliés entre eux sont utilisés, chacun devant se fixer
parallelement a un des domaines puriques, dans le grand sillon, par liaison hydrogéne de
Hoogsteen. Ces deux segments étant orientés de manieére opposée, une liaison
internucléosidique reliant les positions 3’ de deux sucres ou les positions 5’ (ce type de
liaison internucléosidique porte le nom de « pont inverseur ») est introduite entre les
deux segments pour les relier. Celle-ci permet a 1’oligonucléotide formant le troisiéme
brin de traverser le grand sillon afin qu’il puisse « sauter » d’un segment purique a
I’autre, pour s’y lier parallélement. Le schéma 1.17 permet de visualiser cette approche.
Un groupe EDTA-Fe est fixé en bout du troisiéme brin de maniere a effectuer une

coupure oxydante de la double hélice au niveau du segment ciblé'.

12.§.C. Zimmerman; P. Schmitt, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 10769.
5 D. A. Horne; P. B. Dervan, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 2435.
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Schéma 1.17 : Triple hélice « sautant » d’un brin purique a ’autre

Au sein du motif triplex pyrimidine purine — pyrimidine (ou une séquence polypyri-
midine courte, parall¢le, au domaine homopurine de la double hélice cible en formant des
triades Hoogsteen, représentée par ¢), une liaison simultanée au brin purique adjacent de
’autre brin, peut se réaliser si les conditions suivantes sont remplies :

- le « pont inverseur » de 1’oligonucléotide doit étre capable de lui faire traverser le
grand sillon de la double hélice efficacement, sans causer de distorsions importantes a la
structure de la triple hélice.

- D’oligonucléotide doit avoir une jonction introduisant une inversion de polarité
appropriée (3°-3’ ou 5°-5’) ce qui assure aux deux extrémités 3’ et 5° 1’orientation
exigée.

Parmi les ponts inverseurs décrits, nous pouvons citer par exemple, le 1,2-didésoxy-D-
ribose'?, le propane-1,3-di0114, le pentaerythritol”, une unité ortho-xylénels, une chaine
carbonée insaturée'®, permettent de créer une liaison internucléosidique entre les positions 3’
des deux segments nucléotides pyrimidiques. Un nucléoside se liant par la liaison

phosphodiester habituelle aux extrémités 3’ ' ou une liaison interbase'® permet également

4'S. Hoshika; Y. Ueno; H. Kamiya; A. Matsuda, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2004, 14, 3333.

5. McCurdy ; C. Moulds; B. Froehler, Nucleosides & Nucleotides, 1991, 10, 287.

'® N. Batoux; R. Benhaddou-Zerrouki; P. Bressolier; R. Granet; G. Laumont; A-M. Aubertin; P. Krausz,
Tetrahedron Lett. , 2001, 42, 1491.

L. De Napoli; A. Messere; D. Montesarchio, A. Pepe, G. Piccialli, M. Varra, J. Org. Chem. , 1997, 62, 9024.

'8 a) U. Asseline; N. Thang Thuong, Tetrahedron Lett. , 1993, 34, 26, 4173.
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d’obtenir un pont inverseur (schéma 1.18). Des triples hélices se forment effectivement avec

ces troisieémes brins portant des ponts inverseurs et ont montré leur stabilité.

OH
OH

Pont inverseur 3’3’ formé

Pont inverseur 3’3’ formé
par un 1,2-didésoxy-D-ribose

Pont inverseur reliant les deux
par une chaine carbonée insaturée

nucléotides par les bases

Schéma 1.18 : Exemples de ponts inverseurs

On trouve également dans la littérature des ponts inverseurs reliant les positions 5’ des
sucres des nucléotides, comme par exemple des phosphoramides'. Des dinucléotides reliés,
par plusieurs liaisons phosphodiesters entre les positions 5’ trouvent également une
application en tant qu’inhibiteurs de récepteurs P2Y (récepteurs d’hormones portés par la

. I \ re 2 : : A
membrane cellulaire et couplés a une protéine de type G)*°, mais aussi par une chaine
carbonée insaturée'® (schéma 1.19).
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OH OH OH OH

Pont inverseur 5’5’ formé

Dinucléotide relié par un polyphosphate entre
par un phosphoramide

les positions 5°, inhibiteur des récepteurs P2Y

Schéma 1.19 : Exemples de dinucléotides reliés par les positions 5’

b) U. Asseline; N. Thang Thuong, Tetrahedron Lett. , 1994, 35, 29, 5221.
' J. Tomasz, Nucleosides & Nucleotides, 1983, 2, 1, 51.

Dy, Pendergast; B. R. Yerxa; J. G. Douglass III; S. R. Shaver; R. W. Dougherty, C. C. Redick, I. F. Sims, J. L.
Rideout, Bioorg. Med. Chem. Lett. ,2001, 11, 157.
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I.5. Exemples d’analogues d’oligonucléotides thérapeutiquement actifs

Les oligonucléotides classiques traversent avec difficulté les membranes cellulaires,
car ce sont des polyanions hydrophiles du fait de leurs liaisons internucléosidiques
phosphodiesters. De plus ces oligonucléotides sont rapidement dégradés in vivo par des
exonucléases, enzymes qui dégradent les oligonucléotides de I’extrémité 3’ vers I’extrémité
5’. Enfin, ils sont rapidement éliminés de la circulation par filtration rénale.

C’est pourquoi, afin d’augmenter la résistance de ces liaisons vis-a-vis de ces
enzymes, des modifications de la liaison internucléosidique phosphodiester ont été réalisées.
Par exemple, en remplagant I’atome d’oxygeéne portant la charge négative par un atome de
soufre’’ ou de fluor””, pour mener a des phosphorothionates ou des fluorophosphates. Ou
encore en substituant des atomes d’oxygene par un atome de sélénium et d’hydrogene, pour
donner des diesters de H-phosphosélénoates® ou par des atomes de soufre pour donner des

phosphodithioates**(schéma 1.20).

/<:) B /(O B /<) B, DMTrO T

(o) (0 0. (0
O, /Se o _H O, /Se O F
7N s¢ No B 7\ o T
0)/ (?)'/ (>/ DMTrO
Phosphorothionate H-phosphoroselenoate Phosphodithioate Fluorophosphate

Schéma 1.20 : Exemples d’oligonucléotides modifiés au niveau de la jonction 3°,5’

Des modifications stéréospécifiques de phosphonothioates ont également été conduites
afin d’obtenir une chiralité bien définie du phosphore™ (schéma 1.21). Ces modifications ont
pour but de définir la configuration absolue la plus stable et la plus active vis-a-vis de la

formation de triple et double hélice avec I’ADN ou I’ARN.

21V, T. Ravikumar; D. C. Capaldi; W. F. Lima; E. Lesnik; B. Turney; D. L. Colle, Bioorg. Med. Chem. 2003,
11, 4673.
22 J. Michalski; W. Dabkowski, C. R Chimie, 2004, 7, 901-907.
2 M. Bollmark; M. Kullberg; J. Stawinski, Tetrahedron Lett., 2001, 43, 515.
* K. Kamaiki, Tetrahedron Lett., 2004, 45, 5803.
% 2) B. Nawrot; B. Rebowska, Tetrahedron Lett., 2005, 46, 6641.
b) T. Johansson; J. Stawinski, Tetrahedron Lett., 2004, 60, 389.
c) L. A. Wozniak; M. Janicka, Jour. Organo. Chem., 2005, 690, 2658.
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Schéma 1.21 : Exemples d’oligonucléosides modifiés au niveau de la jonction 3°,5’

Des modifications plus importantes des liaisons internucléosidiques ont été proposées
par de nombreux auteurs. Les acides nucléiques polyamides (PNA) constituent certainement
la classe la plus étudiée, ou le sucre peut étre complétement éliminé ou alors lié au sucre

suivant par une liaison amide*® (schéma 1.22).

o
N
N
N
:
:
o

X = “NH, ou *SMe Y = Thymin-1-yl
Y=0ouS

Schéma 1.22 : Acides nucléiques polyamides (PNA)

La liaison internucléosidique a également été remplacée par I’emploi d’un groupe

27 A r : r 28 A r
carbazoyle”’, de chaines comportant une cétone a-insaturée™, d’une chaine carbonée

r O 29 A 30 A r
acétylénique™, d’une chaine comportant des fluors™, ou encore d’une chaine présentant une

26 a) A. De Mesmacker; R. Haner; P. Martin; H. E. Moser, Acc. Chem. Res., 1995, 28, 366.
b) P.M.J. Jung; R. Beaudegnies; A. De Mesmaeker; S. Wendeborn, Tetrahedron Lett., 2003, 44, 293.
¢) L Kers;J. Stawinski, Tetrahedron Lett., 1999, 55, 11579.
277, Magdalena; S. Fernandez; M. Ferreo; V. Gotor, Tetrahedron Lett., 1999, 40, 1787.
K. Lee; D. F. Wiemer, J. Org. Chem., 1993, 58, 7808.
¥ S. Wenderborn; C. Jouanno; R. M. Wolf; A. De Mesmaeker, Tetrahedron Lett., 1996, 37, 31, 5511.
3% A. Gautier; C. Lopin ; G. Garipova ; I. Kalina; S. R. Piettre, Journal of Fluorine Chemistry, 2004, 125, 1745-
1756.
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double liaison, obtenue par la réaction de Wittig. Dans ce dernier cas, la formation et I’activité

. . VT b| ;
des deux isomeres ont été étudiées’ (schéma 1.23).
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o) CH, Ny
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B
)
0

Liaison éthylénique
Schéma 1.23 : Exemples de liaisons internucléosidiques insaturées

Ces différentes liaisons internucléosidiques, ont généralement montré des propriétés
antisens prometteuses, par une bonne aptitude a former des duplexes en double hélice et par
une trés bonne résistance vis-a-vis des nucléases. La température de dénaturation, Ty, qui
correspond a la température a laquelle les deux brins d’ADN se séparent, représente donc la
stabilité de la structure en double hélice. Lorsqu’elle a été évaluée, elle montre des variations
n’excédant pas 5°C par rapport a I’oligonucléotide naturel, indiquant ainsi une bonne stabilité.
Pour mieux résister aux enzymes qui ont pour fonction de dégrader la séquence d’acide
nucléique en commengant par une des extrémités 3’ ou 5°, les exonucléases, Seliger et Coll.”

ont développé des analogues d’oligonucléotides présentant des liaisons internucléosidiques

3’-3’ ou 5’-5’ en position terminale (schéma 1.24).

*''S. Wenderborn; R. M. Wolf; A. De Mesmaeker, Tetrahedron Lett., 1995, 36, 38, 6879.
32 H. Seliger; A. Frohlich; M. Montenarh; J. F. Ramalho Ortigao; H. Rdsch, Nucleosides & Nucleotides, 1991,
10, 1-3, 469.
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Schéma 1.24 : Oligonucléotides présentant des liaisons phosphodiesters 3’3 et 5’5’ terminales

De tels analogues d’oligonucléotides ont montré une résistance bien supérieure que les
oligonucléotides non modifiés, vis-a-vis du sérum humain (pas de décomposition au bout de
90 minutes alors que le composé biologique correspondant est partiellement dégradé au bout
de 30 minutes). On constate de plus, une inhibition importante du géne ciblé in vitro alors que

I’homologue biologique de cet oligonucléotide modifi¢ ne donne pas lieu a ce phénomene.

Dans la littérature, on rencontre également des séquences d’oligonucléotides
permettant de bloquer 1’expression d’un géne en formant une triple hélice avec I’ADN. Ainsi,
I’utilisation d’oligonucléotides comportant dans leur séquence un lien entre les positions 3’ ou
5’ des parties glucidiques, peut étre efficace pour bloquer I’expression d’un gene dont la
séquence n’est pas uniquement constituée de purines sur 1’un des brins. Un tel oligonucléotide
particulier peut se lier a ’ADN en formant une triple hélice, le troisiéme brin « sautant » d’un
brin a I’autre lorsqu’une base pyrimidique est rencontrée. Ainsi Seliger et coll.’* ont montré
que ce type de composé avait une durée de vie supérieure a celle des oligonucléotides
classiques et étaient donc plus résistant aux nucléases. McCurdy et coll.”® ont proposé un lien
différent entre les positions 3’ : un éther de para-xyléne est fixé entre les positions 3° de deux
nucléotides (schéma 1.25). Ces composés ont montré qu’ils se fixaient bien sur I’ADN cible

par triple hélice.
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Schéma 1.25 : Liaison éther de para-xyléne entre les positions 3° de deux nucléotides

Miller et coll*® ont mis en évidence que des oligonucléotides contenant
alternativement des liaisons internucléotidiques méthylphosphonate et phosphodiester
(schéma 1.26) étaient remarquablement résistants aux hydrolyses induites par des exo- et des
endonucléases. Ces analogues forment une triple hélice stable avec le double brin d’ADN
sous des conditions physiologiques. Cette propriété suggere que ces oligonucléotides peuvent

étre utilisés comme agents antisens ou antigéne en culture cellulaire.
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Schéma 1.26 : Structure générale de I’oligonucléotide modifié

3 P.S. Miller ; R. A. Cassidy ; T. Hamma ; N. S. Kondo ; Pharmacology & Therapeutics, 2000, 85, 159-163.
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. 34 R , . . .
Asseline et coll.”, quant a eux, ont montré que 1’incorporation d’un ou plusieurs

groupes bis-hydroxyéthyles ou bis-aminoéthyles sur le phosphore d’oligonucléotides par

I’intermédiaire d’une liaison phosphoramidate (schéma 1.27) favorisait la formation de triple

hélice avec un ADN double brin. Seuls les oligonucléotides ayant des groupes phosphates

modifiés avec une configuration Rp forment des triples hélices plus stables que ceux ayant

des liaisons phosphodiester. Une stabilisation plus forte est observée avec des composés

contenant des liaisons phosphoramidates modifiées avec des fonctions amines.
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Schéma 1.27 : Structures des liaisons internucléotidiques modifiées

3 U. Asseline ; M. Chassignol ; J. Draus ; M. Durand ; J-C. Maurizot ; Bioorganic & Medicinal Chemistry,

2003, 11, 3499-3511.
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II. OBJET DU TRAVAIL

L’analyse bibliographique précédente fait apparaitre qu’a 1’heure actuelle, on possede
assez peu de structures d’analogues d’oligonucléotides, en particulier de pont inverseur,
malgré I'intérét de telles molécules.

Dans le cadre du programme de synthése d’analogues d’oligonucléotides du
laboratoire, nous nous proposons de synthétiser des dinucléosides (3°-3°, 3-3, 5°-5",3’-3 et 3’-
5°) reliés par une chaine but-2-¢ne a partir d’analogues de la thymidine comportant un
groupement allyle. La synthése du trinucléoside reli¢ par la méme chaine insaturée entre les
positions 3 et 3 sera également décrite (schéma 1.28). L’¢étape clé de toutes ces syntheses

utilise la réaction de métatheése des oléfines.

1) (o)

N | \HLN e :g
SN 0@)\0 oj\@fo \fi
Lk oAy °

OH (0] N 0. OH OH ‘\Q
TBDMSO OAc
5'.5' (20) 31-5' (23) 3'-3 (25)

OH OH

3-3'(7)

33(11)

g eVarie SN,
Sl [eRac

trimeére (29)

Schéma 1.28 : Di- et trinucléosides reli¢s par une chaine hydrocarbonée insaturée.

Outre I’intérét que présente 1’élaboration de telles molécules via la réaction de
métathése, nous pensons que ces structures pourraient constituer de bonnes candidates comme

synthons initiaux dans le cadre d’une stratégie antisens ou triple hélice.

27



CHAPITRE II

UTILISATION DE LA REACTION DE METATHESE
DES OLEFINES POUR LA SYNTHESE
D’ANALOGUES D’OLIGONUCLEOTIDES






UTILISATION DE LA REACTION DE METATHESE
DES OLEFINES POUR LA SYNTHESE
D’ANALOGUES D’OLIGONUCLEOTIDES

I. LA METATHESE — ETAT DE LA QUESTION

I.1. Généralités

Rappelons que la réaction de métathése des alcénes consiste en un réarrangement de

fragments alkylidénes de ces substrats selon le schéma 2.1.

' R
R R' R w
catalyseur
| + | > +
\l p—
R R R™ R

Schéma 2.1 : Représentation simplifiée de la métathése des alcénes

Cette réaction permet d’accéder a une grande vari¢té de molécules insaturées.

Depuis les années 80, la mise au point de nouveaux catalyseurs plus tolérants vis-a-vis
de groupements fonctionnels a relancé 1’intérét porté a cette réaction. On dénombre sous le
terme métathese cinq types de réactions (schéma 2.2).

e La métathése par fermeture de cycle « RCM » (Ring Closing Metathesis) permet
d’obtenir des cycles de tailles variées.
e La métathese des diénes acycliques « ADMet » (Acyclic Diene Metathesis) conduit

a des polymeres insaturés.

e La métathése par ouverture de cycle « ROM » (Ring Opening Metathesis) permet

I’ouverture de cycles insaturés.

e La métathése de polymérisation par ouverture de cycle « ROMP » (Ring Opening

Metathesis Polymerisation) permet de former des polymeéres insaturés a partir de

monomeres cycliques insaturés.
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e La métathése croisée « CM » (Cross Metathesis) conduit a [’échange des
groupements alkylidénes portés par les alcénes identiques ou distincts, donnant

naissance a deux nouvelles molécules.

LU O

RCM ADMet
CH,—CH, CH,—CH,
R/\ oM

Oy,

Schéma 2.2 : Les différentes possibilités de métathése

En 1955, Anderson et Merckling® ont découvert cette transformation en observant la
polymérisation du norbornéne en présence de dérivé du titane II. Jusqu'au milieu des années
80, cette réaction n’a pas connu beaucoup d’applications en synthése organique du fait de
I’utilisation de catalyseurs mal définis, homogenes ou hétérogeénes et ne tolérant pratiquement
aucune fonction hétéroatomique (WClg/BusSn, WOCI4/EtAICl,, M00O3/Si0,, W(CO)¢/hv ou
Re,07/A1,03). 7

1.2. Le nouvel essor de la réaction de métathése

A la fin des années 80, en prenant comme base de départ les travaux de Chauvin®®, la
recherche de nouveaux catalyseurs de métathése a constitué un développement important dans
le domaine de la chimie fine. Les catalyseurs ainsi obtenus ont des structures bien définies
dérivant notamment du tungsténe, du titane ou encore du tantale, et permettent de transformer
des oléfines fonctionnalisées.

Les premiers catalyseurs utilisés sont les alkylidénes de molybdéne® et de tungsténe de

formule générale (NAr)(OR’);MCHR™, et en particulier le catalyseur au molybdéne (M =

35 A. W Anderson ; N. G. Merckling, Brevet n°US 2721189. CAN 50:14596, 1955.
36 P, Krausz ; F. Garnier ; J.E. Dubois, J. Am. Chem. Soc., 1975, 97, 437-438.
37T. M. Trnka ; R. H. Grubbs, Acc. Chem. Res., 2001, 34, 18-29.
¥ a) Y. Chauvin, C. R. Acad. Sci. Paris, 1973, 276, 169.
b) Y. Chauvin, D. Commereuc, D. Cruypelinck, Makromol. Chem., 1976, 177, 2637.
3 R. R. Schrock ; J. S. Murdzek ; G. C. Bazn ; J. Robbins ; M. DiMare ; M. O'Regan, J. Am. Chem. Soc., 1990,
112, 3875.
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Mo, Ar = 2,6-iPr;-C¢Hs, R = CMe,Ph et R’ = C(CH3)(CF3),)."' Ce dernier est trés actif
comme la plupart des catalyseurs, dérivant de métaux de transition situés dans la partie
gauche de la classification périodique. Cependant, il présente une grande oxophilie, le rendant
extrémement sensible a I’humidité et au dioxygeéne de 1’air. Les conditions de réaction doivent
étre rigoureuses, sous une atmospheére parfaitement inerte.

L’amélioration de la performance des catalyseurs passe par le développement de
structures qui réagissent préférentiellement avec les oléfines plutét qu’avec les fonctions
hétéroatomiques ou le solvant. Les deux métaux les plus utilisés pour 1’élaboration des
catalyseurs sont le molybdéne et surtout le ruthénium, car ces deux métaux sont les moins
sensibles aux fonctions hétéroatomiques. Toutefois certains dérivés du tungsténe possedent
une activité intéressante puisqu’ils tolérent notamment des fonctions soufrées difficilement

compatibles avec les catalyseurs au ruthénium et au molybdene.

I.3. Les catalyseurs de métathése les plus récents

Les progres les plus significatifs ont été réalisés par la synthése des catalyseurs au
ruthénium développés par Grubbs et coll.** et ceux au molybdéne étudiés par Schrock et

1.43

coll.”. Nous nous sommes intéressé€s plus particulierement aux catalyseurs au ruthénium car

ils montrent une bonne tolérance aux fonctions oxygénées (aldéhyde, cétone, alcool ou ester).

I.3.1. Les catalyseurs de Grubbs de premiére génération

Le premier catalyseur au ruthénium synthétis¢ est le triphénylphosphine-3,3-
diphénylprop-2-ényl-1-ylidénedichlororuthénium A obtenu par ouverture du cycle d’un 3,3-
diphénylcyclopropéne par un précurseur phosphine ruthénium. Son dérivé B est obtenu par le
remplacement des groupes triphénylphosphines par des tricyclohexylphosphines™ (schéma

2.3).

*R.R. Schrock ; R. T. DePue ; J. Feldman ; C. J. Schaverien ; J. C. Dewan ; A. H. Liu, J. Am. Chem. Soc.,

1988, 110, 1423.

*1'0. Fujimura ; G. C. Fu ; R. H. Grubbs, J. Org. Chem., 1994, 59, 4029.

28 T. Nguyen ; L. K. Johnson ; R. H. Grubbs ; J. W. Ziller, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 3974.

#a) G. C.Bazn; J. H. Oskam; H. N. Cho; L. Y. Park; R. R. Schrock, J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 6899.
b) R. R. Schrock, Top. Organomet. Chem., 1998, 1, 1.

*'S. T. Nguyen ; R. H. Grubbs ; I. W... Ziller, J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 9858.

30



Pph; H ph PCy; H_____ph

Cl_| >c=c_ CI | C=C
Ru=— h Ru—=C h
a | P a”| ~ P
Pph; PCy;
A B

Schéma 2.3 : Catalyseurs au ruthénium

Ces deux catalyseurs présentent une activité trés importante aussi bien en ROMP qu’en
RCM, mais ils restent relativement peu performants au niveau de I’initiation de la réaction.
Pour améliorer ce paramétre, Grubbs et coll.** ont remplacé le groupement diphénylvinyle
carbéne par un groupement benzylidéne. Ils ont ainsi obtenu entre autres le bis-
tricyclohexylphosphinedichloro-ruthénium benzylidéne C (schéma 2.4) qui s’est révélé étre
un catalyseur de choix, trés stable, tres réactif et trés tolérant aux fonctions hétéroatomiques.
Ce catalyseur (appelé couramment Grubbs I) a ouvert la voie a un trés vaste éventail de

S , \ 4 . , . .,
réactions de métathése™®, y compris sur les oléfines fonctionnalisées.

2 o phs 3
RuCh(Pphy); + /INL CH,Cl,, -78°C_ at C<H 22PCy, @ H

— ph#> a H‘“:C\ph

phP” “H R a ®
Pphs, N, Pph; 2 Pph; PCys

C
Schéma 2.4 : Synthése du catalyseur de Grubbs I (C)

11 serait fastidieux d’énumérer toutes les syntheses réalisées avec ce catalyseur en raison
du nombre trés important de travaux publiés au cours de ces derniéres années*’. La nature des
substituants fixés sur les carbones sp” des alcénes initiaux n’est pas le seul facteur déterminant
pour le bon déroulement d’une réaction de métathese. La position relative de la double liaison
et d’une fonction oxygénée (un carbonyle par exemple) peut étre importante. En effet, le
centre métallique de I’intermédiaire pour lequel le métal est fixé sur la double liaison, peut se
chélater avec cet hétéroatome. Une telle interaction acide de Lewis/base de Lewis peut
augmenter la possibilité de cyclisation interne d’un diene. Cependant si le chélate formé se

présente sous la forme d’un cycle a 5 ou 6 chainons, il peut s’avérer tres stable et séquestrer le

4 p_Schwab ; R. H. Grubbs ; J. W. Ziller, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 100.
* A. Fiirstner, Angew. Chem. Int. Ed., 2000, 39, 3012-3043.
K. C. Nicolaou, P. G. Bulger, D. Sarlah, Angew. Chem. Int. Ed., 2005, 44, 4490-4527.
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catalyseur dans cette forme improductive, entrainant la fin de la conversion vers le produit
final*® (schéma 2.5).
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Schéma 2.5: Formation de chélates pouvant favoriser ou inhiber la métathése

L’encombrement stérique du ligand peut aussi jouer un rdle favorable ou défavorable
sur la réaction. Il sera favorable par exemple, lorsqu’il « masquera » une fonction amide ou

amine. Par contre il sera défavorable lorsque les oléfines sont di-, tri- ou tétrasubstituées.*’
1.3.2. Les catalyseurs de deuxiéme génération

Dans le but d’améliorer les performances des catalyseurs de métathése, de nombreux
autres complexes du ruthénium ont été proposés depuis la derniere période. Parmi les
catalyseurs nouvellement développés, nous nous sommes intéressés plus particulierement a
ceux dérivant du catalyseur de Grubbs, dont un des groupes tricyclohexylphosphine est
remplacé par un ligand hétérocyclique azoté insaturé D°° ou saturé E°' (schéma 2.6). En effet,
ils se sont révélés extrémement réactifs méme vis-a-vis de substrats qui ne réagissaient pas
avec les catalyseurs habituels au ruthénium. Ces nouveaux catalyseurs D et E permettent
d’effectuer des réactions de métathése sur des oléfines électro-déficientes, notamment en

position o d’une fonction carbonyle ou carboxyle.

* A. Fiirstner ; G. Seidel ; N. Kindler, Tetrahedron, 1999, 55, 8215.

*T.R. Hoye ; H. Zhao, Org. Lett., 1999, 1, 1123.

3% A. Fiirstner ; O. R. Thiel ; L. Ackermann ; H. J. Schanz ; S. P. Nolan, J. Org. Chem., 2000, 65, 2204.
' M. Scholl ; S. Ding ; C. W. Lee ; R. H. Grubbs, Org. Lett., 1999, 1, 953.
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Schéma 2.6 : Catalyseurs de deuxiéme génération a base de ruthénium

1.4. Mécanisme de la métathese

En 1971 Hérisson et Chauvin® ont proposé, pour les systémes existants a 1’époque, un
mécanisme pour cette réaction bas¢ sur le postulat qu’un intermédiaire métallocyclobutane se
forme par alternance de cycloaddition [2+2] et de cycloréversion a partir d’un métallocarbéne

(schéma 2.7).

Schéma 2.7 : Mécanisme de la réaction de métathése des alcénes proposé par Hérisson et Chauvin

La réaction de métathese des oléfines est un processus réversible. Le gain d’entropie

doit fournir un entrainement suffisant pour la réaction méme si la variation d’enthalpie est
. . o . - 4
faible.”® C’est en se basant sur I’idée d’un mécanisme métallocarbénique que Grubbs et coll.”

ont ¢labor¢ les catalyseurs A et B dans le but d’avoir des entités stables. Ces auteurs ont

52.2) J. L. Hérisson ; Y. Chauvin, Makromol. Chem., 1971, 141, 161-176.
b) Y. Chauvin, C.R. Acad. Sci. Paris, 1973, 276, 169.
33 A. Fiirstner ; K. Langemann, J. Org. Chem., 1996, 61, 3942-3943.
**E. L. Dias ; S. B. T. Nguyen ; R. H. Grubbs, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 3887-3897.
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réalisé une ¢tude trés compléte pour mettre en évidence les différentes étapes de ce processus
complexe ainsi que I’influence du ligand sur I’activité catalytique du catalyseur A (schéma

2.8).

ph X=F,ClBr,I

Schéma 2.8 : Dérivés du catalyseur A

Il a été montré dans un premier temps que les phosphines les plus encombrées et les
plus électrodonneuses conduisaient aux catalyseurs les plus actifs. Ainsi, le classement de la
réactivité en fonction du substituant de la phosphine fixée sur le métal varie dans le sens Pphs
<< PiPr;ph < PCy;ph < PiPr; < PCy;. De plus, le remplacement du ligand chlore sur ces
différentes structures, par d’autres halogénes, a montré que le ligand CI était celui qui
conduisait généralement aux meilleurs rendements. Par ailleurs, le métallocarbéne Ru=CH-
CH=Cph; sert d’initiateur et ’espece réactive qui permet la propagation de la réaction est le
carbéne Ru=CH,. Deux voies sont apparues possibles (schéma 2.9). Une voie principale dite
dissociative, met en jeu la dissociation d’une des phosphines du centre métallique alors
qu’'une voie secondaire, appelée associative, laissant les groupements phosphines accrochés
au métal, ne semble probable que dans le cas d’un milieu présentant une concentration
importante en phosphine. La voie dissociative parait un peu surprenante, puisqu’elle suggere
un intermédiaire métallocyclobutane a 14 électrons, au lieu de 18 électrons, électroniquement

déficitaire pour un métal de transition comme le ruthénium.
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Schéma 2.9 : Mécanisme de la métathése : dissociation ou non d’un groupe phosphine

La voie dissociative principale permet de mieux interpréter I’influence des différents
ligands sur les réactivités. Les phosphines les plus encombrées favorisent la dissociation de
I’une d’entre elles lorsque I’encombrement autour de 1’atome de ruthénium augmente.
L’influence plus grande en position trans des phosphines plus ¢électro-donneuses favorise
¢galement la dissociation d’un groupe phosphine en stabilisant le complexe a 16 électrons
monophosphine-oléfine et encore plus le métallocyclobutane électro-déficient a 14 électrons.
D’autre part, les halogénes ont une double influence. Puisque les oléfines se lient en position
trans de 1'un des halogénes, les halogénes les plus électro-attracteurs minimiseront leur
influence sur le complexe en se positionnant en trans. Par contre, comme les oléfines se lient
en cis du deuxieme halogene, les plus volumineux devraient déstabiliser le complexe par
encombrement stérique. Le meilleur compromis est I’utilisation du chlore.

En 1998, Grubbs et coll. ont reporté une étude mécanistique de la métathése des alcénes
terminaux.” Ils ont étudié les intermédiaires réactionnels afin d’expliquer la différence de
réactivité observée entre les alcénes encombrés et entre les isomeres Z et E des alcénes
internes. En effet, une oléfine encombrée ou une oléfine interne de configuration £ réagiront
moins vite. La premiére constatation effectuée est que le catalyseur A (schéma 2.3) n’est actif
que pour les réactions de ROMP de grandes chaines. Le remplacement des groupes
triphénylphosphines par des groupes tricyclohexylphosphines ou tri-iso-propylphosphines
plus encombrants, a permis d’étendre 1’activité de ce catalyseur a des cycles plus courts et aux
oléfines acycliques. Le catalyseur au ruthénium de premicre génération qui présente

I’initiation la plus rapide pour les réactions de ROMP, RCM et ADMet, est le catalyseur C

> M. Ulman ; R. H. Grubbs, Organometallics, 1998, 17, 2484,
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(schéma 2.4). Le mécanisme propos¢ par Grubbs et coll. pour la métathése d’alcenes
terminaux est représenté sur le schéma 2.10.

Départ de la réaction

R
— PCy3
CysP

CysP &_ ) A e
H:C=CH; (l‘(uf /

Cl e
PCys PCy; R \

C

B
/

initiation

régénération
du catalyseur

CysP
c—Ru=ch, Gs® a r
(P/$ —_— Cl*/Rlli
ok a R i
PO PCy; Cl—Ru=—CH, PCys
A Ru PCys
= R = =
0 _ R H,C=CH, k_)
=
/ ?
P
P a @F a g
1| re=ch, a2
\ PCy3
PCy3
fo
ﬁRF &
e Rd R sk a r
Cl—Ru=CH
Produit de T3 = / !

Déroulement
de la réaction

métathése& \R

Schéma 2.10 : Mécanisme de la réaction de métatheése des oléfines terminales

- On peut distinguer deux cycles dans ce mécanisme, un cycle, dit non productif, au cours
duquel la métathese est initiée et/ou le catalyseur régénéré, le deuxiéme, dit productif,
permet d’obtenir le produit souhaité et passe par I’intermédiaire d’un ruthénium
méthylidéne 1. Le complexe 1 est en fait I’espéce réactive dans le cas d’alcénes
terminaux ; c’est de sa stabilité et de sa réactivité dont dépendra la réaction de métathese.
De la capacité de C, ou plus généralement du catalyseur, a fixer 1’oléfine de départ,
dépendra I’étape d’initiation. Pour appuyer ce mécanisme, les remarques suivantes ont été
proposées : lorsque I’encombrement stérique de 1’oléfine augmente, le taux de conversion

baisse : les oléfines terminales disubstituées ne réagissent pas.
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- Le positionnement de 1’oléfine et surtout de son substituant R par rapport a I’atome de
ruthénium est important : il peut y avoir geéne stérique si R est placé d’un coté ou de
I’autre du ruthénium.

- Dans le cas des oléfines internes, celles de configuration Z ne peuvent venir se lier au
ruthénium que dans un seul sens afin de minimiser les interactions stériques au maximum.
Par contre, lorsqu’une oléfine de configuration £ se fixe sur le centre métallique, deux
maniéres sont envisageables mais toutes deux présentent des interactions stériques avec

les substituants du ruthénium (schéma 2.11).

CysP CY31|’ a Cy3’1|)\\\C1
ClI—Ru=— Cl7 Ru==\ C—Ru=\
\ Ph —&D\ b \ R
TN \: —
R R SR R

Schéma 2.11 : Positionnement relatif des oléfines Z et E par rapport au ruthénium

Ce constat permet d’expliquer pourquoi I’étape d’initiation de la métathese d’oléfines internes
de configuration £ est plus lente que pour les mémes oléfines de configuration Z.

Une étude mécanistique plus poussée a 1’aide du catalyseur E, réalisée par Grubbs et
coll.” a permis de mettre en évidence, le fait que I’étape de dissociation de la phosphine est
I’étape déterminante de la réaction de métathése. Ainsi, il a été suggéré que la grande activité
du catalyseur E et de ses analogues puissent étre dues a 1’augmentation de la capacité de ces
ligands a promouvoir cette étape critique. Deux possibilités sont envisagées : soit 1’oléfine est
fixée avant la perte du groupe PCys, soit la phosphine se dissocie pour générer un
intermédiaire a 14 électrons avant I’arrivée de I’oléfine.

Une étude cinétique a montré que I’étape d’initiation de la réaction de métathése est
indépendante de la concentration en oléfine, ce qui permet de postuler que 1’étape
déterminante est la dissociation de la phosphine. L’intermédiaire a 14 ¢électrons ainsi obtenu,
de formule générale LCl;Ru=CHph (L étant le ligand dérivant de 1’imidazole) peut soit étre
piégé par la phosphine avec la constante de vitesse k.; (régénération de 1’alkylidéne de
départ), soit se lier au substrat oléfinique pour permettre la réaction de métathése avec la

constante de vitesse k, (schéma 2.12).

¢ M. S. Sanford ; M. Ulman ; R. H. Grubbs, J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 749-750.
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Schéma 2.12 : Possibilités d’évolution de I’intermédiaire a 14 ¢électrons généré par la perte d’une phosphine

Les rapports k;/k; dans le cas des catalyseurs C (schéma 2.4) et E (schéma 2.6) ont pour
valeurs respectives 15300 et 1,25, ce qui signifie qu’une petite quantité de I’intermédiaire a 14
¢lectrons est capable d’induire de nombreux cycles productifs de métathése dans le cas du
catalyseur E. En comparaison, les constantes k.; et ko sont du méme ordre pour le catalyseur
C : I’¢tape d’initiation sera relativement rapide mais la fixation de 1’oléfine sera en
compétition avec celle d’une phosphine. Ainsi I’intermédiaire a 14 électrons formé a partir du

catalyseur C induit relativement peu de cycles, avant d’étre piégé par une phosphine libre.

L.5. Exemples d’application de la métathése en chimie fine

Les applications de la métathése en chimie fine sont extrémement nombreuses.’’
Compte tenu de la finalité de ce travail, nous nous sommes particuliérement intéressés a
I’utilisation de ce systéme catalytique en chimie des glucides et des produits naturels.

Le volume des travaux publiés sur les RCM, les ROM et leurs combinaisons, a
largement surpass¢ ceux concernant la CM. Actuellement, la chimie des dérivés glucidiques
utilise la métathése croisée pour la formation de liaison carbone-carbone intermoléculaire. La
fonction alceéne est le plus souvent portée par un groupement fixé en position anomérique du
glucide. Ce sucre peut étre sous la forme de pyranose ou furanose. L’application de la CM en

synthése organique pose le probléme, de sélectivité et de configuration Z ou E des produits

ST A.J. Vernall ; A. D. Abell, Aldrimica Acta, 2003, 36, 3, 93-101
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obtenus. En effet lorsqu’on réalise cette réaction avec deux oléfines terminales différentes, la
CM conduit a trois produits, le produit de réaction des deux oléfines différentes attendues

mais aussi les produits d’homodimérisation des deux substrats oléfiniques (schéma 2.13).

R' R R'
— ——  catalyseur — — —
= e = = =
R'
R R R'
I |

v

Homodiméres

Hétérodimere

Schéma 2.13 : Produits obtenus par CM de deux oléfines différentes

Cette stratégie de synthése est utilisée pour la réalisation de molécules plus ou moins
complexes a base de glucides ou de polyglucides. Nous avons répertorié quelques exemples

de syntheses dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Exemples de métathése croisée en synthése de dérivés glucidiques

Réactions Rendement | Références

OAc OAc

N\ NHCO,Bn

catalyseur C
CH,Cl,, reflux

45% [58]

OAc
OAc =
OAc
n

5 < n < 15

62-77% [59]

catalyseur C
OAc

o ‘ NH
= “N"o
B 1
TBSO /g R
\@ o TBDPSO

o

\_O 20% molaire

-

MeO™ \—

19% [60]

Catalyseur E

TBDPSO

M. A. Leeuwenburgh; G. A. Van der Marel; H. S. Overkleeft, Current Opinion in Chemical Biologie, 2003, 7,
757.

%% O Plettenburg ; C Mui ; V Bodmer-Narkevitch ; CH Wong, Adv. Synth. Catal., 2002, 344, 622.

M. Lera; C. J. Hayes, Org. Lett., 2001, 3, 2765.
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Cependant, la réaction de deux oléfines identiques diminue le nombre des produits
formés : il n’y a plus que les produits Z et E, la réaction sera alors appelée self-métathése
(SM) ou homodimeérisation.

La modification des produits naturels par cette voie semble intéressante, cependant
elle a ét¢ peu appliquée dans le domaine des analogues de nucléosides. La littérature montre
que les fonctions azotées ont des influences variables sur les réactions de métathese. En effet
Roy et coll.®! ont mis en évidence dans leurs travaux le fait que les rendements de la SM d’un

glucide O-Ac et de son homologue NH-Ac diminuent de 92% a 66% (schéma 2.14).

OAc OAc

catalyseur C, CH,Cl,
AcO AcO

o (0]

N

X=0Ac¢, Y=H,Z=OAc Rdt=92%
X=NHAc, Y=0Ac, Z=H Rdt=66%

Schéma 2.14 : Variation du rendement de la SM avec et sans fonction amine sur le sucre

Kirschning et coll.? ont également montré I'influence de la présence d’une fonction
alcool portée par le sucre. En effet, la réalisation de la réaction de self-métathese sur un sucre
portant un groupe hydroxyle et celle réalisée sur le méme sucre apres protection de ce groupe
par acétylation, conduit a une importante variation du rendement, celui-ci passe de 47% a

74% (schéma 2.15).

O/E —

catalyseur C, CH,Cl,

NHAc R=H Rdt=47%
R=Ac Rdt=74%

Schéma 2.15 : Influence d’une fonction hydroxyle sur le rendement

Il apparait ainsi, suivant les auteurs et surtout suivant les substrats de départ utilisés,

une grande disparité des produits obtenus dans les réactions de métathése des composés

' R.Roy ; S. K. Das, J.C.S. Chem. Commun., 2000, 519.
62 A. Kirsching; G.W. Chen, Tetrahedron Lett., 1999, 40, 4665-4668.
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comportant des fonctions azotées.”> Ce qu’il faut retenir d’une maniére générale, c’est qu’il
faut impérativement protéger les groupes amines et amides primaires de préférence par des
groupes Boc ou Fmoc.** Une hypothése tenterait d’expliquer ces résultats inégaux, par une
coordination de I’amide et du catalyseur, qui contribuerait a inhiber cette réaction catalytique.

La métathése de type RCM est employée pour la synthése d’analogues de
dinucléotides® et de nucléosides. Ewing et coll.® ont synthétisé le D4T en utilisant la
métathese par fermeture de cycle (schéma 2.16).

O (o]

NH

catalyseur E

T N T N
ro o o CH,CL,, reflux ro _\@ o
79% e

7 N\

Schéma 2.16 : Synthése du D4T par RCM

On peut observer que le groupement hydroxyle primaire en position 5’ est protégé
avant la réaction de métathese. Pour les raisons énoncées précédemment et malgré les progres
réalisés sur les catalyseurs, les réactions de métathese sur les nucléosides, sont réalisées sur

des substrats protégés.®’
1.6. Métathese et micro-onde

Comme nous I’avons déja indiqué, depuis le début des années 80 I’intérét porté a la
réaction de métathése a été relancé en raison de la facilit¢ de sa mise en oeuvre pour la
formation de liaisons carbone-carbone. En général, les réactions de métathése sont réalisées a
température ambiante ou légérement élevée (par exemple, a 40°C a reflux dans le
dichloroéthane) et conduisent apres plusieurs heures a une conversion totale. Par activation
micro-onde, la RCM apparait nettement plus facile puisque la réaction est totale en quelques

minutes, voire méme quelques secondes.

S AT Phillips ; A. D. Abell, Aldrichimica Acta, 1999, 32, 3, 75.
%a) F.P.J.T. Rutjes; H. E. Schoemaker, Tetrahedron Lett., 1997, 38, 4, 677.
b) C. M. Huwe;O.C. Kiehl; S. Blechert, Synlett, 1996, 65.
¢) H. E. Blackwell; D. J. O’Leary; A. K. Chatterjee; R. A. Washenfelder; D. A. Bussman; R. H. Grubbs, J. Am.
Chem. Soc., 2000, 122, 58.
65 C. Kirchhoff; P. Nielsen, Tetrahedron Lett., 2003, 44, 6475.
D.F. Ewing; V. Glagon; G. Mackenzie; D. Postel; C. Len, , Tetrahedron Lett., 2003, 59, 7, 941.
7P, Busca ; M. Etheve-Quelquejeu ; J. M. Valéry, Tetrahedron Lett., 2003, 44, 913 1.
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La découverte du phénomene d’échauffement par le rayonnement micro-onde date des
années 50. Cette technologie, cas relativement rare, s’est d’abord développée dans le secteur
grand public avant ceux de I’industrie et de la recherche. Aujourd’hui, ce type d’activation est
assez bien connu et largement utilisé en synthése organique. En fait, 1’échauffement d’un
produit grice aux rayonnements micro-ondes résulte d’interactions onde-matiére et est
provoqué par la transformation en chaleur d’une partie de I’énergie contenue dans 1’onde

¢lectromagnétique (v=2,45 GHz ; A=12,2 cm ).

Les molécules polaires ont la propriété de s’orienter dans le sens du champ électrique
(phénomene de polarisation dipolaire) et, comme il est alternatif, 1’orientation des dipdles
change avec chaque alternance, ce qui contribue a agiter et donc a échauffer les particules sur
une profondeur de I’ordre de la longueur d’onde (10 cm). Contrairement a la méthode
traditionnelle ou 1I’échauffement est difficile et non homogene, les micro-ondes permettent de
chauffer a cceur instantanément (dans toute la masse avec des vitesses de montée en

température qui peuvent atteindre 10°C par seconde), et de fagon homogene et sélective.

En 2003, par exemple, Efskind et Undheim®® ont montré que la « RCM Domino »
(schéma 2.17) sur la diényne A, en présence de catalyseur de Grubbs II, avait conduit, apres
plusieurs ajouts de catalyseur (3 x 10% mol) et 9 heures de réaction par chauffage classique
(85°C, toluéne), au produit B avec un rendement de 92%. Ils ont également montré que par
activation micro-ondes la conversion était totale aprés 10 minutes de réaction a 160°C en
présence de 5% molaire de catalyseur dans le toluéne. Les auteurs ont attribué ce résultat
remarquable au chauffage rapide et uniforme du milieu réactionnel et a 1’élimination des

effets de paroi.

toluene

M.O., 160°C, 10 min

Schéma 2.17 : Réaction de métathése par fermeture de cycle sur des diénynes

% a/ C. Oliver Kappe, Angew. Chem. Int. Ed., 2004, 43, 6250-6284
b/ J. Efskind, K. Undheim, Tetrahedron Lett., 2003, 44, 2837-2839
¢/ A. Furstner, F. Stelzer, A. Rumbo, H. Krause, Chem. Eur. J., 2002, 8, 1856-1871
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Une réaction intéressante de métathése par fermeture de cycle d’un alcyne (schéma
2.18) a été décrite par Fiirstner et coll.®® . Le traitement du diyne C par 10% molaire d’un
catalyseur préparé in situ a partir de [ Mo(CO)s] et de 4-trifluorométhylphénol, par irradiation
micro-onde (150°C, 5 min), conduit au cycloalcyne avec un rendement de 69%. Par chauffage
classique, a reflux dans le dichlorobenzene, le produit D est obtenu dans les mémes conditions

avec un rendement de 83% en 4 heures de réaction.

10 % mol [Mo(CO);]
4- F3CC¢H,OH

PhCl
asge" S Yon
M.O., 150°C, 5 min =

OR OR

OR OMe OR OMe

Y

R = p-methoxybenzyl

/ V4
\ D

Schéma 2.18 : Réaction de métathése par fermeture de cycle sur des alcynes

II. SYNTHESE DE DINUCLEOSIDES RELIES PAR UNE CHAINE BUT-
2-ENE ENTRE LES POSITIONS 3’

Comme nous I’avons indiqué a la fin du chapitre précédent la premicre finalité de ce
travail est la synthése de dinucléosides et nous commencgons par décrire la synthése du dimeére

3¢-3° 7.

I1.1. Schéma général

La stratégie adoptée pour la synthése du dinucléoside reli¢ par les positions 3 est
représentée sur le schéma 2.19. La premicre étape consiste a protéger sélectivement la
position 5’ de la thymidine. Le composé 1 ainsi obtenu est allylé en position 3’ pour donner le
composé 2. A partir de ce substrat, deux voies ont été étudiées. Soit le composé 2 est
déprotégé en position 5’ suivie de la réaction de métathése sur le substrat 3 (Voie A), soit la
réaction de métathése est réalisée a partir du composé 2 suivie de la déprotection du composé

5.
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Schéma 2.19 : Stratégie de synthése du dinucléoside relié par les positions 3’

I1.2. Les différentes étapes

I1.2.1. Synthése de la 3’-0-allylthymidine

La synthe¢se de la 3’-O-allylthymidine 3 nécessite trois étapes (schéma 2.20). Tout
d’abord la protection sélective de 1’alcool primaire, puis I’alkylation de la position 3’ et enfin

la déprotection de la position 5’ de la partie glucidique.

(0]
o N/H
~H M |
N N TBDMSO
| | NN,
HO TBDMSO. o
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o O rtBDMSCI o 0
DMAP 1) THF, NaH
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pyridine 2) Bromure d'allyle o
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Y

2

v
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>

3
Schéma 2.20 : Schéma synthétique de la 3’-O-allylthymidine

TBAF, THF

HO.
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La protection de la position 5’ est effectuée classiquement par I’introduction d’un
groupement encombrant (trityle® ou silyle’) sur le carbone primaire de la partie glucidique.
Dans notre cas, nous avons choisi le groupement tertiobutyldiméthylsilyle (TBDMS) en
raison de sa bonne résistance au milieu acide. La réaction est réalisée en 12 heures, a
température ambiante, en présence de 1,5 équivalent de TBDMSCI et d’une quantité
catalytique de DMAP, dans la pyridine. Le compos¢ silylé 1 est obtenu, apres purification,
avec un rendement quasi quantitatif (97 %).

L’analyse RMN du proton montre la présence du groupement TBDMS par 1’apparition
de 3 singulets, un correspondant au tertiobutyle a 0,92 ppm et deux correspondant aux deux
groupements méthyles a 0,12 et 0,11 ppm.

La réaction d’allylation sélective en position 3’ est réalisée selon la méthode de
Chattopadhyaya et coll.”' Celle-ci est effectuée en deux étapes. On procéde tout d’abord a la
dissolution préalable du composé 1 dans le THF puis on additionne I’hydrure de sodium en
exces (2,5 équivalents). Apres 45 minutes d’activation par ultrasons le bromure d’allyle (2,5
équivalents) est ajouté et meéne au bout de 30 minutes de sonication au composé attendu 2,
avec un rendement quantitatif.

Le spectre RMN du proton montre la fixation du groupement allyle, il présente un
double double triplet correspondant au proton H-B du groupement allyle avec des constantes
de couplages de 17,2, 10,6 et 5,5 Hz, deux double quadruplets pour les protons y de la double
liaison, avec des constantes de couplages de 1,6 et 17,2 Hz pour 1’un et de 1,6 et 10,6 Hz pour
I’autre et deux doubles doubles triplets a 4,04 et 3,95 ppm pour les protons H-a. Le spectre

infrarouge montre bien la disparition du groupement hydroxyle.

La déprotection de 1’hydroxyle primaire est alors réalisée en 1 heure 30 par le systeme
classique BuyNF/THF pour mener au composé 3 avec un rendement de 88 %.

La structure du composé est confirmée par la disparition sur le spectre RMN des
signaux correspondant aux protons du groupement TBDMS et 1’apparition de la bande

caractéristique de la fonction alcool (3415 cm™) en spectroscopie infrarouge.

% M. Smith; D. H. Rammler; I. H. Goldberg; H. G. Khorana, J. Am. Chem. Soc., 1962, 84, 17, 430.
70 a) E. J. Corey; A. Venkateswarlu, J. Am. Chem. Soc., 1972, 94, 17, 6190.

b) S. Hanessian; P. Lavallee, Can. J. Chem., 1975, 53, 2975.
M) J. C. Wu; Z. Xi; C. J. Gioel; Chattopadhyaya, Tetrahedron, 1991, 47, 2237

b) M. Montembault; N. Bourgougnon; J. Lebreton, Tetrahedron Lett., 2002, 43, 8091.
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I1.2.2. Réaction de métatheése a partir de la 3’-0-allylthymidine (Voie A)

Comme indiqué précédemment (schéma 2.19), nous avons envisagé deux voies pour
obtenir le composé 7. Par la voie A, la réaction de métathése est réalisée a partir du composé
3 et induite par les catalyseurs de Grubbs I (schéma 2.4) ou Grubbs II (schéma 2.6).

Bien que ces composés soient relativement peu sensibles a l’air, pour assurer la
reproductibilité, nous les avons prélevés dans tous les cas sous atmosphére d’argon.

En raison de sa bonne tolérance aux fonctions hétéroatomiques ( partie 1), le catalyseur
de Grubbs II a été utilis¢ dans un premier temps. La réaction est menée pendant 24 heures, a
40°C avec 10% molaire de catalyseur et suivie par CCM. Celle-ci ne montrant plus
d’évolution du milieu réactionnel et le produit de départ n’étant pas totalement consommé,
nous avons ajouté de nouveau 10% molaire de catalyseur et laissé sous agitation pendant 24

heures supplémentaires. Nous avons observé la formation de deux composés (schéma 2.21).

(0]
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N H H |
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N N HO /& HO /& 0 o
o oY o o O

catalyseur de Grubbs [ ou II
> +
CH,CI, anhydre
(0]
>
3

Schéma 2.21 : Essai de métathése sur le produit non protégé en position 5’

Le produit attendu 7 se forme avec un faible rendement de 9 %. Le composé
majoritaire 4 (45 %) résulte de la transposition de la double liaison du produit de départ,
comme cela a déja été observé sur des systémes analogues’”.

Nous avons alors utilisé le catalyseur de Grubbs 1. Dans les mémes conditions que

précédemment on obtient un mélange des composés 4 et 7 dans les mémes proportions.

2 a) G.W. Chen; A. Kirschning, Chem. Eur. J. , 2002, 8, 12,2717
b) C. Cadot; P.I. Dalko; J. Cossy, Tetrahedron Lett. , 2002, 43, 1839.
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La réaction de métathese étant donc moins efficace en présence d’un groupe hydroxyle

. 62 P e . , r ,
libre™”, nous nous sommes alors tournés vers 1’utilisation des précurseurs protégés (schéma

2.19, Voie B).
I1.2.3. Synthése du dimere 3°-3’ a partir du précurseur protégé (Voie B)
11.2.3.1. Réaction de métathése sur le précurseur protégé

Nous avons réalisé¢ la réaction de métathese croisée a partir de la 3°-O-allyl-5’-O-fert-
butyldiméthylsilylthymidine 2 synthétisée précédemment (schéma 2.20), en présence encore

une fois des catalyseurs de Grubbs I ou II (schéma 2.22).

(0] o (0] (0]

NH

| catalyseur de
Grubbs Tou II

TBDMSO o N O ——— > TBDMSO N O TBDMSO N O + TBDMSO N o
~\Q CH,Cl, anhydre (0} ‘\Q ‘\Q
>() O\/:..LHHL/O §)

2 5 6

Schéma 2.22 : Self-métathése a partir du précurseur protégé

Les premiers essais ont ¢té réalisés par chauffage classique. Le catalyseur de Grubbs
I1, utilis¢ a 20 % molaire, conduit majoritairement au produit 6 résultant, cette fois encore, de
la transposition de la double liaison (rendement 50 %) (tableau 2.2). Le produit attendu 5 est
obtenu avec un rendement faible mais significatif de 35 %. L’utilisation du catalyseur de
Grubbs I méne dans les mémes conditions, cette fois-ci, principalement au produit 5 avec un

rendement de 51 % (tableau 2.2).

Tableau 2.2 : Rendements de la réaction de métathése du composé S

Catalyseur de
5 (%) 6 (%)
Métathese
Grubbs 11 35 50
Grubbs I 51 7

Sur le spectre RMN du mélange E/Z, une corrélation proton-carbone permet

d’observer le dédoublement de signaux, correspondant aux carbones en o de la liaison
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¢thylénique. La littérature nous indique que les carbones en o de la double liaison permettent
I’identification de la configuration de celle-ci, pour une configuration Z, les signaux de ces
carbones auront un blindage supérieur a celui de la configuration E. L’interprétation (schéma
2.23) est liée aux répulsions stériques entre les atomes d’hydrogéne sur le carbone en position
a’ d’une double liaison de configuration Z. Ces interactions conduisent a I’augmentation de la
densité électronique sur les carbones o’ et donc, au blindage de son signal de plusieurs ppm
(39,61 ppm pour les carbones o’ d’une double liaison de configuration Z et 43,18 ppm pour

ceux de I’isomeére E).

o
H:\H H o
S N
H H .
E Z

Schéma 2.23 : Encombrement stérique des hydrogénes en o’ d’une double liaison Z

L’analyse par RMN du proton, du carbone, COSY et HMQC (tableau 2.3) ont donc
permis de déterminer a partir des protons B et a le rapport £/Z = 4,55, confirmant ainsi le

contrdle thermodynamique de ce processus complexe.

TBDMSO NAO TBDMSO
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Tableau 2.3 : RMN 'H et "*C du composé 5 dans CDCl,

Attribution 'H 6 ppm (J Hz) BC d ppm
Isomére E Isomére Z Isomére E Isomére Z
Base
N-H 8,45s 8,38s
C-2 - 150,13
C-4 - 163,53
C-5 - 110,83
CH-6 7,49 q (1,0) 135,33
CH; 1,89d (1,0) 1,92 d (1,0) 12,53
Sucre
CH-1’ 6,27 dd (5,5 8,5) 6,26 dd (5,5 ; 8,5) 85,06
CH-2’ 2,43 ddd (1,4;5,5; 14,4)
CH-2’ 1,96 ddd (5,5 ;8,5 ; 14,4) 37,75 37,91
CH-3’ 4,10 m 79,49
CH-4 4,10 m 85,13
CH-5’a 3,89dd (2,4;11,3)
CH-5"b 3,78dd (2,4 ;11,3) 63,68
Chaine allyle
CH;-a 4,04 ;3,95m 69,05 67,07
CH=CH 5,71t (3,8) 5,71t (2,7) 128,94 128,86
Groupe TBDMS
Tertio-butyle 0,92s 0,92s 25,93
Si-CHj; 0,12s -5,32
Si-CHj; 0,11s -5,44

Compte tenu de ces résultats, il apparait que le catalyseur de Grubbs I donne les
meilleurs résultats et sera donc le seul utilisé pour toutes les autres réactions de métathése. De
plus, la formation du sous-produit de transposition rendant la purification fastidieuse, nous

avons ¢étudié I’influence du mode d’activation sur la sélectivité et la cinétique de la réaction.

11.2.3.2. Synthése par activation micro-onde
Nous avons réalisé la métathése croisée en utilisant 1’activation micro-onde. La

réaction est suivie par CCM. On observe qu’au bout de 4 heures il n’y a plus d’évolution. Le

produit 5 est isol¢ avec un rendement de 40 % (tableau 2.4).
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Tableau 2.4 : Rendement de la réaction de métathése en fonction du mode d’activation

o Temps de
Activation 5 (%)
réaction (h)
Chauffage classique 24 51
Micro-ondes 4 40

Pour un rendement certes 1égeérement inférieur, le temps de réaction en micro-ondes a
¢été divisé par 6.
1 , . . e . . N ,
L’analyse par RMN H du composé 5 ainsi synthétisé est identique a celle donnée dans

le tableau 2.3.

11.2.3.3. Déprotection des hydroxyles primaires

L’¢limination du groupe protecteur silylé est effectuée avec le systeme classique,
utilisant les ions fluorures (BusNF/THF) (schéma 2.24). En fin de réaction nous avons tenté
de séparer les isomeres E et Z. Malgré les nombreux essais effectués, nous ne sommes jamais
arrivés a avoir le composé Z pur. Par contre le composé E (composé 7) a pu étre isolé avec un

rendement acceptable de 55 %.

0
\ELN/H
0 0
o |
TBDMSO /go TBDMSO /g HO | /g
N 0o
(o)

TBAF, THF o

PN 0/:/

5 7

\J

Schéma 2.24 : Déprotection des groupements TBDMS

Le spectre RMN du proton montre la disparition du groupement TBDMS et appuie la
structure du composé 7. L’analyse par spectroscopie infrarouge, confirme la déprotection des

groupements hydroxyles par I’apparition d’une bande caractéristique a 3382 cm™.
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III. SYNTHESE DE NUCLEOSIDES RELIES PAR UNE CHAINE BUT-2-
ENE ENTRE LES POSITIONS 3

Dans une seconde phase de ce travail, nous avons poursuivi la synthése par métathese
de dinucléosides en nous intéressant cette fois-ci au dimere relié au niveau des positions N-3

de la base par un bras oléfinique a quatre carbones.

II1.1. Schéma général

La stratégie adoptée pour la synthése du dinucléoside relié par les positions 3 est

représentée sur le schéma 2.25.

INC TN AN e o e gl o oz o g
AR At Al e A

OH OAc OAc OAc OH OH
9 10 11

Schéma 2.25 : Schéma général de la synthése du dinucléoside relié par les positions 3

Les premiceres étapes consistent a synthétiser un précurseur de la thymidine, allylé en
position 3 et protégé sur les positions 5’ et 3°. La réaction de métathése est appliquée a ce

composé. Le dinucléoside est ensuite déprotégé pour donner le composé final.

I11.2. Les différentes étapes
I11.2.1. Synthése de la 3-N-allylthymidine acétylée

La voie de synthése utilisée pour parvenir au composé¢ allylé 9 est réalisée en deux
¢tapes (schéma 2.26). Apres allylation directe et régiosélective de la position 3 de la

thymidine, les hydroxyles des positions 5’ et 3’ de la partie glucidique sont protégés par

acétylation.
(0) (0) (0)
/t_l \(“\/L/\/ ian \fi/\/
Anhydrid éti
HO N o 1/ DMF, K>CO;3 HO N o nhydride acétique AcO N 0
(0) 2/ Bromure d'allyle O Micro-onde O,
Activation

OH OH OAc

8 9

Schéma 2.26 : Stratégie de synthése de la 3-N-allylthymidine.
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Les premiers essais ont été réalisés par chauffage classique (80°C). La thymidine est
mise en présence d’un exces de carbonate de potassium dans le DMF. Aprés 30 minutes
d’agitation, le bromure d’allyle est ajouté au milieu réactionnel et laissé sous agitation
pendant 1 heure. Le produit attendu 8 est obtenu avec un rendement de 75%. Ces premiers
essais nous ont encouragé a étudier I’influence du mode d’activation sur la sélectivité de la
réaction.

L’utilisation des micro-ondes a conduit a la formation d’un seul composé 8 aprés
seulement 4 minutes d’activation (P=150W, T=80°C) avec un rendement de 87% qui est

supérieur a celui obtenu par chauffage classique.

La RMN du proton présente un double double triplet correspondant au proton H-§ du
groupement allyle avec des constantes de couplage de 17,2, 10,2 et 5,8 Hz et deux doubles
quadruplets pour les protons terminaux de la double liaison, avec des constantes de 17,2 et 1,3
Hz pour I'un et de 10,2 et 1,3 Hz pour I’autre. Les deux H-a sont présents sous la forme d’un

multiplet a 4,54 ppm.

La réaction d’acétylation du compos¢ 8 est réalisée par activation micro-onde en
présence d’un exceés d’anhydride acétique et de DMAP. Le composé 9 est isolé avec un

rendement quasi quantitatif.

La RMN du proton montre I’apparition de deux singulets a 2,10 et 2,12 ppm

correspondant aux protons des deux groupes acétyles.

I11.2.2. Synthése du dinucléoside relié par une chaine but-2-éne entre les positions 3

La syntheése du dimere 3-3 (11) est réalisée par réaction de métathése en présence de
catalyseur de Grubbs I a partir du précurseur 3-N-allylé protégé 9, suivie de la désacétylation

des positions 5’ et 3’ de la partie glucidique (schéma 2.27).
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Schéma 2.27 : Réaction de métathése suivie de la désacétylation

Le dimére 3-3 (10) est obtenu en utilisant la méme procédure que pour le dimere 3°-3’
5. Par chauffage classique, le produit 10 est obtenu, au bout de 5 jours, avec un rendement de
57 %. La méme réaction induite par irradiation micro-onde conduit au dimere 3-3 en

seulement 2 heures d’activation avec un rendement de 62 % apres purification (tableau 2.5).

Tableau 2.5 : Influence du mode d’activation sur le rendement de la réaction de métathése

o Temps de
Activation ) 10 (%)
réaction
Chauffage classique 5 jours 57
Micro-ondes 2h 62

Les deux isomeres Z et E sont difficiles a séparer et leur proportion a été déterminée
par RMN'H et '°C, avec un rapport E/Z de 5. Le dédoublement des signaux en "°>C associé a la
disparition en RMN du proton des alcénes terminaux a 5,26 et 5,19 ppm, confirment ce
résultat.

Enfin le composé 10 est désacétylé avec le systeme classique NH3/MeOH dans un
solvant mixte dichlorométhane/méthanol. Le produit 11 est obtenu en 5 heures avec un
rendement de 59 %. La RMN du proton montre la disparition des figures caractéristiques des
groupements acétyles mais aussi la présence des deux isomeres, dont le rapport E/Z =5 a pu
étre déterminé cette fois encore par RMN. L’analyse par spectroscopie infrarouge confirme la

déprotection des fonctions alcool par 1’apparition d’une bande les caractérisant a 3403 cm™.
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Les données RMN'H et °C des isoméres Z et E du composé 11 sont rassemblées sur
le tableau 2.6.

Tableau 2.6 : RMN 'H et "*C du composé 11 dans CD;0D

0] 0]

54 3N/\'=/\N
|
6

, PY
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Attribution 'H § ppm (J Hz) BC é ppm
Isomére E Isomére Z Isomére E Isomére Z
Base
c-2 - 152,2 152,6
C-4 - 165,2 165,9
C-5 - 1109
CH-6 7,83 q(1,2) 7,84 q(1,2) 136,6 136,5
CH; 1,89d (1,2) 1,91d(1,2) 13,7 13,4
Sucre
CH-1’ 6,27t (6,7) 6,30 t (6,7) 87,4 87,2
CH-2’ 22m
CH-2”’ 41,4 41,6
CH-3’ 439 m 72,2 72,8
CH-4’ 3,90 m 89,0 89,4
CH-5a 3,79dd (3,4 ; 12,0) 3,80dd (3,4;12,1)
CH-5b  3,72dd (3,7 ; 12,0) 3,73dd (3,7 ; 12,0) 62,8 62,7
Chaine allyle
CH; -a 451 m 4,82 m 437 38,6
CH=CH 5,81 m 5,66 m 128,7 127,6

IV. SYNTHESE DU DIMERE 5°-5°

Ces syntheses se sont poursuivies par I’élaboration de dimeres oléfiniques de thymidine

reliés par un pont au niveau des carbones primaires.
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IV.1. Stratégie de synthése

La stratégie adoptée pour la synthése du dinucléoside relié¢ par les positions 5’ consiste
a allyler la thymidine en position 5’ par une suite réactionnelle de protection et déprotection
(schéma 2.28). La réaction de métathése est appliquée sur le précurseur protégé. Le

dinucléoside est déprotégé pour donner le composé final.

HO RO | /J\

Schéma 2.28 : Stratégie de synthése

IV.2. Résultats et discussion
IV.2.1. Synthése de la 5’-0-allylthymidine
1V.2.1.1. Premiére voie de synthése

La premicre voie de synthése est réalisée en 4 étapes (schéma 2.29). La thymidine est
tout d’abord silylée sélectivement en position 5°, suivie de la benzoylation sur les positions 3
et 3”. Aprés déprotection de la position 5°, le substrat 13 est allylé pour donner le composé 14.

La 5’-0-allylthymidine 15 est obtenue apres déprotection des groupements benzoyles.
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Schéma 2.29 : Schéma synthétique de la 5’-0-allylthymidine en 4 étapes.

Nous avons dans un premier temps réalis¢ une silylation sélective de la fonction alcool
primaire de la thymidine, dans la pyridine a température ambiante. Nous avons utilisé le
méme mode opératoire que celui décrit précédemment (composé 1, paragraphe 11.2.1). L’ajout
en fin de réaction de 6 équivalents de chlorure de benzoyle et d’un équivalent de DMAP
conduit au bout de 14 heures et apres purification au composé 12 avec un rendement de 83 %.
L’analyse par RMN'H montre la présence des protons aromatiques entre 7,17 et 8,02 ppm,
ainsi que ceux correspondant au groupement TBDMS a 0,20 et 0,99 ppm. Nous remarquons
en spectroscopie infrarouge la disparition du signal correspondant aux groupements
hydroxyles.

La déprotection du groupement hydroxyle en position 5’ est effectuée dans le systeme
CBrs/MeOH. La réaction s’effectue a reflux du solvant pendant 1 heure 30 et le produit 13 est
obtenu avec un rendement de 88%. L’analyse IR montre clairement I’apparition de la bande
caractéristique du groupement hydroxyle et la RMN'H, la disparition des protons
correspondant au groupement TBDMS.

La fixation du groupement allyle est réalisée en deux temps. Tout d’abord le composé
est mis en présence d’hydrure de sodium dans le THF et activé aux ultrasons pendant 15
minutes. On ajoute alors le bromure d’allyle au milieu réactionnel. Aprés 5 minutes de
réaction on proceéde au traitement du brut réactionnel puis a la purification. Le produit

majoritaire est analysé¢ par RMN. Le spectre du proton présente un double double triplet
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correspondant au proton H- du groupement allyle a 5,86 ppm et deux doubles quadruplets
pour les H-y de la liaison insaturée a 5,18 et 5,25 ppm. Les protons H-o résonnent a 4,55 ppm
sous la forme d’un multiplet. L’étude de la corrélation proton-carbone (HMBC), qui
s’intéresse aux couplages longue distance *J, montre que le groupement allyle est fixé sur la
position 3 de la thymidine. On observe en effet une corrélation entre les protons H-a (4,55
ppm) et les carbones C-2 et C-4 (150,65 ppm et 162,82 ppm respectivement) de la thymidine
(schéma 2.30). De plus la position 5’ s’est benzoylée comme le montre le spectre ci-dessous,

il y a corrélation entre les protons 5’ et le carbonyle des benzoyles.

et
Ho'

(A
2
0NO

BZO_\Q

OBz

H-5’a

A III|~I|'|. ." ] x .I

C-2
e

C-4 -

C=0 (Bz) | |

Schéma 2.30 : Spectre de corrélation proton-carbone du produit obtenu
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Ce résultat tend a suggérer qu’au cours de la premiere étape de la réaction d’allylation
il y a eu un transfert du groupement benzoyle de la position 3 vers la position 5°. L’allylation

se faisant par la suite sur la seule position libre donc en position 3 (schéma 2.31).

/0> 0

e e S oo
Wﬁ * w Tg

13 Br— 'H,—CH—CH,

N
N/kO

OBz 13"

Schéma 2.31 : Proposition de mécanisme pour le transfert du groupement benzoyle

Afin de vérifier cette hypothése nous avons introduit le composé 13 dans le THF en
présence d’hydrure de sodium et activé 15 minutes aux ultrasons. Aprés traitement et
purification, on isole un nouveau produit. L’analyse par RMN de ce composé est compatible
avec la structure de la thymidine dibenzoylée au niveau des groupements hydroxyles de la
partie glucidique. On remarque également a 8,50 ppm la présence du proton sur I’azote en
position 3 de la thymine (voir partie expérimentale).

Compte tenu de ces résultats décevants, nous avons ¢élaboré une nouvelle voie de

synthese de la 5’-0-allylthymidine protégée.

1V.2.1.2. Deuxiéme voie de synthése

Cette nouvelle stratégie de synthése comporte 3 étapes (schéma 2.32). La thymidine
est tout d’abord silylée sur les positions 5° et 3°. Apres déprotection sélective de la position

5’, le substrat 17 est allylé pour mener au composé 18.
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Schéma 2.32 : Nouvelle voie de synthése pour la 5’-0-allylthymidine

Dans un premier temps, les fonctions hydroxyles de la partie glucidique de la
thymidine sont silylées par le TBDMSCI, selon la méthode de Montevecchi et coll.”,
présence d’imidazole et de nitrate d’argent dans les solvants mixtes DMF/THF, 1/1. Apres
trois heures de réaction, le composé 16 est isolé avec un rendement de 85 %. L’analyse par
RMN du proton montre la présence des protons correspondant au groupement TBDMS en
position 3’ a 0,89 ppm et 0,08 ppm et ceux correspondant au groupement TBDMS de la
position 5° 2 0,93 ppm et 0,11 ppm. Cette structure est confirmée par spectroscopie infrarouge
par I’observation de la disparition du signal correspondant aux groupements hydroxyles.

La déprotection sélective de I’hydroxyle en position 5’ est réalisée, selon la méthode
d’Ogilvie”, en présence de PPTS (para-pyridinium toluene sulfonate) dans le méthanol.
Aprées 20 heures de réaction, le produit 17 est obtenu avec un rendement de 64 % et est utilisé
tel quel pour la suite de la préparation du précurseur 5’-0-allylé¢ 18. Son spectre IR montre
I’apparition de la bande caractéristique de la fonction alcool et la RMN'H, la disparition des
protons correspondant au groupement TBDMS fixé sur la position 5°.

L’allylation sélective en position 5’ est effectuée, comme précédemment (I1.2.1), en

présence d’un exces (2,5 équivalents) d’hydrure de sodium et de la méme quantité de bromure

73 a/ Montevecchi, P. C.; Manetto, A.; Navacchia, M. L. ; Chatgilialoglu, C. ; Tetrahedron, 2004, 60, 4303-4308.
b/ Buchko, G. W. ; Hruska, F. E.; Sadana, K. L.; Can. J. Chem., 1989, 67, 109-119.

™ a/ Ogilvie, K. K.; Can. J. Chem., 1973, 51, 3799-3807.
b/ White, J. D.; Kawasaki, M.; J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 4991-4993.
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d’allyle dans le THF. Le milieu réactionnel est plongé dans un bain a ultrason et aprés 15
minutes d’activation le composé 18 est isolé apres purification avec un rendement de 78 %.
La RMN du proton présente un double double triplet correspondant au H-f du
groupement allyle avec des constantes de couplage de 17,2 ; 10,3 et 5,3 Hz et deux doubles
quadruplets pour les protons H-y avec des constantes de 17,2 et 1,5 Hz pour I’'un et 10,3 et 1,5
Hz pour autre. Les deux H-a sont présents sous la forme d’un multiplet a 4,06 ppm. De plus,
la corrélation proton-carbone (HMBC) confirme la fixation du groupement allyle sur la
position 5°. Nous observons une corrélation entre les H-a et le carbone C-5’ et une corrélation

entre les protons H-5" et le carbone C-a (schéma 2.33).

C-5

Schéma 2.33 : HMBC du composé 18
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IV.3. Synthése du dimére 5°-5°

La stratégie de synthése (schéma 2.34) consiste, comme nous 1’avons mentionnée pour
les composés 5 et 10, a appliquer la réaction de métathése sur la 5’-0-allylthymidine protégée
en présence de catalyseur de Grubbs I, puis a déprotéger le dinucléoside pour donner le

compos¢ 20.

(0}

0 O

(0}
o
O o N [0] o N 0]
NH
| /g catalyseur de Grubbs T
o N el anhydre TBAF/THF [1M]
)/ (0} Activation | TBDMSO 9 ——m —7—> | HO o

NH | E

TBDMSO |

g omy NN
3S

TBDMSO HO
19 20

Schéma 2.34 : Synthése du dimére 5°-5°

Les premiers essais de métathése croisée ont été réalisés par chauffage classique. Le
compos¢ 18 est solubilis¢ dans le dichlorométhane et le catalyseur de Grubbs I (39 % mol) en
solution dans du dichlorométhane est ajouté goutte a goutte au milieu réactionnel. Apres une
semaine de réaction, la purification conduit au dimere 5°-5’ 19 avec un rendement de 49 %.

L’étude, dans les mémes conditions opératoires, de I’influence de I’activation par
irradiation micro-onde (tableau 2.7) sur la sélectivité et la cinétique de la réaction de
métathése mene au composé désiré 19 avec un rendement de 51 % en 7 heures d’activation.
Le rendement est comparable a celui obtenu par chauffage classique, le temps de réaction

quant a lui passe de 7 jours a 7 heures.

Tableau 2.7 : Rendement de la réaction de métathése en fonction du mode d’activation

Temps de
Activation ) 19 (%)
réaction
Chauffage classique 7 jours 49
Micro-ondes 7h 51

Le spectre RMN du proton montre comme pour les composés précédents 5, 7, 10 et
11, un exceés d’isomeres géométrique £ avec un rapport identique (E/Z = 5) a celui obtenu

dans le cas du dimere 10 (tableau 2.8).
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Tableau 2.8 : RMN 'H et ">C du composé 19 dans CDCl,

TBDMSO
Attribution 'H § ppm (J Hz) BC 8 ppm
Isomére E Isomére Z Isomére E Isomére Z
Base
N-H 8,22's
C-2 - 150,36 150,27
C4 - 163,91 163,75
C-5 - 110,65
CH-6 7,57 q (1,0) 7,55 q (1.1) 136,24 136,12
CH; 1,88 d (1,0) 1,90 s 12,62 12,58
Sucre
CH-1’ 6,28t (6,2) 6,29 t (6,2) 84,80 84,77
CH-2’ 2,26ddd (4,2:6,2 ; 13,3)
CH-2” 2,12dt (6,2 ; 13,3) 41,40 41,38
CH-3° 4,42 dt (3,8 ;6,2) 72,51 72,45
CH-4’ 3,97 ¢ (3,8) 87,35 87.30
CH-5’a 3,72dd(2,9;10,7)  3,70dd (2,5 ; 10,4)
CH-5b  3,58dd(2,9:;10,7)  3,59dd(2,5;10,4) 72,40 72,30
Chaine allyle
CH,-a 4,04 m 4,14 m 79,13 74,87
CH=CH 5,83 t(2,5) 5,76t (3,8) 134,96 133,12
Groupe TBDMS
Tertio-butyle 0,89 s 25,74
Si-CHj, 0,08 s -4,86
Si-CHj; 0,07 s -4,74
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Enfin, la désilylation de la partie glucidique est réalisée avec le systtme TBAF/THF
[IM]. Le dimere 5°-5° déprotégé 20 est obtenu en 2 heures 40 minutes avec un rendement de
79 %.

Le spectre RMN du proton montre la disparition du groupement TBDMS et toujours la
présence de deux isomeres avec un rapport E/Z de 5. L’analyse par IR confirme la

déprotection des groupements hydroxyles par 1’apparition d’une bande OH & 3353 cm’.

V.SYNTHESE DES HETERODIMERES 3°-5’ ET 3°’-3 DERIVANT DE
LA THYMIDINE

Apres la synthése des dinucléosides 3°-3°, 3-3 et 5°-5°, nous nous sommes intéressés a
la synthése des dinucléosides 3’-5’ et 3°-3 (schéma 2.35) dont la structure, proche de
dinucléosides classiques, a ét¢ modifiée par le remplacement de la liaison phosphodiester par

une chaine carbonée insaturée.

(0)

o N
LA
\fLNBZ TBDMSO—, "N~ 0
TBDMso—\/ijN’l\o _\/j
V)/O : 0
N
NH
| U
0_\5:/1\0 Aco—\/j\l’l\o

0)

TBDMSO OAc
23 25

Schéma 2.35 : Structure des diméres 3°-3 et 3°-5°

V.1. Dinucléosides 3°’-5’ dérivant de la thymidine

V.1.1. Premiére stratégie de synthese

Cette stratégie consiste a faire simplement réagir les précurseurs 2 et 18, dont la
synthese a déja été présentée (I1.2.1. et IV.2.1.2.) en présence de catalyseur pour obtenir le

dinucléoside 3’-5” par réaction de métathése croisée (schéma 2.36).
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Schéma 2.36 : Stratégie de synthése

Pour la synthése du composé 21 nous avons utilisé les meilleures conditions obtenus
lors de la synthése des homodimeéres 5, 10 et 19. Les composés 2 et 18 sont solubilisés dans le
dichlorométhane et le catalyseur de Grubbs I (33 % mol) dans le dichlorométhane est ajouté
goutte a goutte au milieu réactionnel. La réaction de métathése croisée est induite par
irradiation micro-onde et ne présente plus d’évolution aprés 5 heures d’activation. La CCM,
par comparaison avec des composés déja obtenus, montre la présence d’un mélange de trois
produits, les homodimeres 3°-3” et 5°-5” et le composé 21 avec une majorité de dimere 3°-3°.
Une purification sur colonne de silice suivie d’une purification sur CCM préparative n’ont pas
permis d’isoler le dinucléoside 3’-5’. A chaque purification, on récupére le mélange des
produits de métathése. En effet, ces composés étant des isomeres, ils ont, sur CCM, des
rapports frontaux treés proches ce qui rend leur séparation tres fastidieuse.

Devant cet échec relatif, nous avons ¢€laboré une nouvelle stratégie de synthése du

dimere 3°-5°.
V.1.2. Deuxieme stratégie de synthése

V.1.2.1. Schéma général

Cette nouvelle voie de synthése comporte deux étapes (schéma 2.37). Le groupe NH
de la 3’-0-allylthymidine protégée 2 est benzoylé”. Le nouveau précurseur 3’ et la 5°-0-
allylthymidine seront ensuite mis en présence de catalyseur pour obtenir le dimere 3’-5" par

réaction de métathése. La N-benzoylation du précurseur 3’-0-allylé devrait permettre une

7 A. R. Maguire; 1. Hladezuk; A. Ford, Carbohydrate Research, 2002, 337, 369-372.
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meilleure séparation des produits de métathése lors de la purification. En effet, la réaction de
métatheése devrait conduire a la formation d’un homodimére 3°-3° dibenzoylé, un
homodimeére 5°-5° et I’hétérodimeére 3’-5° monobenzoylé. En raison de leur différence de
polarité, ces composés devraient avoir en CCM des rapports frontaux bien distincts

permettant ainsi une meilleure séparation.

o
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NH NBz )/
| /k | /& TBDMSO 18 I /tjz I /t;l
TBDMSO o N~ 7O — TBDMSO o NTO ———————> o] + TBDMSO— N"SO TBDMSO— N0 | pomodimare
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24
22 23

Schéma 2.37 : Nouvelle voie de synthése du dimére 3°-5’

V.1.2.2. N-benzoylation du précurseur 3’

La position 3 de la 3’-0-allyl-5’-0-tert-butyldiméthylthymidine 2 est benzoylée, dans
le dichlorométhane en présence de quantités stoechiométriques de chlorure de benzoyle et de
triéthylamine (schéma 2.38), pendant 10 heures. Le composé¢ attendu est obtenu avec un

rendement de 97 % aprés purification.

| Et;N (1,1 éq)
,g BzCl (1,1 éq)
(0]

TBDMSO N — > TBDMSO N (0]
‘\Q CH,Cl, ‘\goj

Schéma 2.38 : Réaction de N-benzoylation

La structure de ce composé est confirmée par RMN du proton et par IR.

V.1.2.3. Réaction de métathese

Les précurseurs 22 et 18 sont introduits a 40 °C sous argon dans le dichlorométhane et
le catalyseur de Grubbs I est injecté progressivement dans le milieu réactionnel. La réaction

ne présente plus d’évolution apres 24 heures d’agitation, et montre la présence de 3 produits,
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les homodimeéres 3°-3 et 5°-5” et ’hétérodimére 3°-5 (schéma 2.39). Le dinucléoside 3°-5’

est isolé apres purification avec un rendement de 27 %.

0 TBDMSO N o) \ﬁm{
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0 O
O
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TBDMSO 0 N o

> V V

TBDMSO

23 (E/Z=10) 24 (E/Z=10) 19 (E/Z=5)

Schéma 2.39 : Réaction de métathése

En RMN du proton, on observe un doublement des signaux, particuliérement ceux des
parties thymine. Nous observons la présence du proton porté par I’atome d’azote en position 3
résonant a 8,10 ppm et celle du groupement benzoyle porté par I’atome d’azote de la
deuxieme base. L’analyse par RMN du proton et du carbone (tableau 2.9) montre la présence
de deux isomeres E et Z avec un rapport £/Z = 10. Dans ce cas, la proportion de 1’isomeére Z
est trés faible. Il semblerait que la présence du groupement benzoyle sur la base entraine un
encombrement privilégiant I’isomere E. Ceci a également été observé lors de ’analyse de
I’homodimere dibenzoylé 24, produit secondaire obtenu lors de la réaction. Dans ce cas, le
rapport E/Z est également de 10 (L’intensité trop faible de la plupart des signaux de I’isomére

Z ne nous a permis d’identifier précisemment cet isomere).

|54 3NBZ
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Tableau 2.9 : RMN'H et ">C du composé 23 dans CDCl,

Attribution 'H & ppm (J Hz) BC & ppm

Isomére E Isomére E
Substituant 1

Base
N-H
C-2 150,07
C-4 163,46
C-5 110,91
CH-6 7,48 sé 135,34
CH; 1,96 sé 12,62
Sucre
CH-1’ 6,27 dd (5,7 ; 8,5) 86,40
CH-2’ 2,46 ddd (1,4 ;5,7 ;13,5)
CH-2” 2,00 ddd (5,7 ;8,5 ; 13,5) 37.89
CH-3’ 4,09 m 79,78
CH-4’ 4,12 m 87,86
CH-5’a 3,93dd (2,7;11,3)
CH-5’b 3,79dd (2,7 ; 11,3) 63,72
Substituant 2
Base
N-H 8,10 sé
C-2 149,28
C-4 162,83
C-5 110,51
CH-6 7,61 sé 136,09
CH; 1,87 d (0,7) 12,56
Sucre
CH-1’ 6,33t (6,5) 85,05
CH-2’ 2,24 m
CH-2” 2,11dt(6,5;13,2) 41,37
CH-3’ 4,43 dt (3,6 ; 6,5) 72,40
CH-4’ 3,96m 85,39
CH-5’a 3,71dd (2,4 ;10,7)
72,40
CH-5’b 3,57dd (2,4 ;10,7)
Chaine allyle
CH,-a 4,05-3,99 m 79,78 et 65,07
CH=CH 5,79 m 134,00 et 131,69
Groupe TBDMS
5’-0-Tertio-butyle 0,94 s 25,94
Si-CH3 0,14s -4,67
Si-CH3 0,13 s -4,85
3’-0-Tertio-butyle 0,88 s 25,71
Si-CH3 0,07 s -5,43

Si-CH3 0,06 s -5,30




V.2. Dinucléosides 3’-3 dérivant de la thymidine76

La stratégie de synthése pour obtenir le dimere 3’-3 consiste a faire réagir les
nucléosides allylés 2 et 9 en présence de catalyseur pour réaliser la métathése croisée (schéma

2.40).
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Schéma 2.40 : Schéma synthétique du dinucléoside 3°-3

La réaction est tout d’abord réalisée par chauffage classique, dans le dichlorométhane
anhydre sous atmosphere d’argon en présence de 24 % molaire de catalyseur de Grubbs I. Le

dimere 25 est obtenu apres 6 jours de réaction avec un rendement de 60 %.

Pour améliorer le systéme, I’irradiation micro-onde a ensuite été réalisée. Les résultats
les plus significatifs sont présentés dans le tableau 2.10. En utilisant 1 équivalent du composé
2, la réaction conduit a un mélange de trois produits, les homodiméres 3’-3” et 3-3 et
I’hétérodimere 3°-3 avec une majorité d’homodimere 3-3 et seulement 13 % du composé
souhaité. Une étude de la réaction avec un excés du précurseur 3’-0-allylé a donc été menée.
Le meilleur résultat est obtenu avec 2,4 équivalents du composé 2. Le dinucléoside 3°-3 (25)
est obtenu apreés purification avec un rendement de 71 % avec une diminution considérable du

temps de réaction, celui-ci passe de 6 jours a Sh. Il est a noter que dans le cas du chauffage

1. Colombeau, R. Zerrouki, P. Krausz, Y. Champavier, Letters in Organic Chemistry, 2005, 2, 613-615.
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classique, I’utilisation d’un excés du composé 2 (2,4 éq) conduit majoritairement a la

formation de I’homodimere 3°-3’ (5).

Tableau 2.10 : Etude de la réaction de métathése en fonction du mode d’activation et du nombre

d’équivalent du composé 2

Essai | Activation | 2 (équiv) | Temps de réaction (h) | 25 (%) 5 (%) 10 (%)
1 A 1 144 60 5 5
2,4 144 8 50 4
2 1 5 13 15 40
3 M.O 1,9 6 51 10 6
4 2,4 5 71 15 5

Comme pour le composé 23, les deux isomeres Z et E (tableau 2.11) sont difficiles a
isoler et leur proportion a été déterminée par RMN. Le rapport E/Z est de 8. Celle-ci présente
tous les signaux correspondant a chacun des deux précurseurs avec la disparition des protons

des alcénes terminaux a 5,26 et 5,19 ppm, confirmant ce résultat.

AcO
substituant 2

OAc
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Tableau 2.11 : RMN'H et °C du composé 25 dans CDCl,

Attribution 'H 6 ppm (J Hz) BC d ppm
Isomére E Isomére Z Isomére E Isomére Z
Substituant 1
Base
N-H 8,155 8,43 s
C-2 - 150,56 150,30
C-4 - 163,54
C-5 - 110,76 110,80
CH-6 7,48 q (1,0) 7,52 q(1,1) 135,42 135,40
CH; 1,91 d (1,0) 1,92 s (1,1) 13,41 13,33
Sucre
CH-I’ 6,25dd (5,6;84)  6,28dd (5,6;7.8) 85,04
CH-2’ 2,39ddd (1,6 ;5,6 ; 13,4)
CH-2” 1,93 ddd (5,6 ; 8,4 ; 13,4) 37,93
CH-3’ 4,07 m 4,09 m 79,32 79,40
CH-4’ 85,14 85,15
CH-5’a 38800 3% 114) 392400 114)
CH-5b 3,76dd (2,6 ;11,4) 3,81dd(2,4;11,4) 63,63 63,66
Substituant 2
Base
N-H
C-2 - 150,07 150,17
C-4 - 162,81 162,90
C-5 - 110,76 110,80
CH-6 7,26 s 7,46 s 132,69 132,70
CH; 1,95 d (0,9) 1,94 d (1,0) 12,51 12,54
Sucre
CH-1’ 6,35dd (5,6;84)  632dd (5,6 ;8,4) 85,45
CH-2’ 2,48 ddd (1,9 ;5,6 ; 14,2)
CH-2” 2,17.ddd (5,6 ; 8,4 ; 14,2) 37,63
CH-3’ 5,22dt(1,9;5,6) 519dt(2,3;6,7) 74,09 74,10
CH-4’ 425 m 82,03 82,04
CH-5’a 437dd (4,2 ;12,2) 435dd (4,1;12,2) 63,85
CH-5’b 434dd(4,2;12.2) 424dd (4,1;12,2)
Chaine allyle
CH;-a 4,00-3,92 m 4,59-3,95m 69,07 et 42,3 65,05 et 38,6
CH=CH 5,81 m 5,63m 130,29 et 126,28 129,25 et126,12
Groupe TBDMS
Tertio-butyle 0,92 s 25,93
Si-CH; 0,10s 0,12s -5,36
Si-CH;3 0,09 s -5,45
Acétyles
OCO-CH; 2,13-2,11's 2,13-2,10's 170,3 et 20,8
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Cet hétérodimére ne sera pas déprotégé car il servira de précurseur pour la synthése du

trimere.

VI.SYNTHESE DU TRINUCLEOSIDE RELIE PAR UNE CHAINE BUT-
2-ENE ENTRE LES POSITIONS 3’ ET 3

Apres la synthése des dinucléosides 3’-3 et 3’-5°, nous nous sommes intéressés a la
synthése d’un trinucléoside reli¢ toujours par la méme chaine éthylénique entre les positions

3’ et 3.
VI.1. Schéma de synthese

La stratégie d’obtention du trimére 29 comporte 4 étapes (schéma 2.41) :
- Tallylation du groupe NH du dinucléoside 25,
- la métathese avec le précurseur 3’-0-allylé 2,

- la déprotection du produit 27 en 2 étapes (désilylation et désacétylation).

o TBDMSO o N° "0 HO o N° "0
TLJL fi
o
TBDMSO 0 N TBDMSO TBDMSO
(0] (0]
N
\fL \f‘\

\S&_A; K—,TBDMSOW o — Howo
A A S

OAc OAc /k
AcO o N (6] HO o N o
25 26
OAc OH
27 29

Schéma 2.41 : Stratégie de synthése du trimere

71



VI.2. Les différentes étapes

VI1.2.1. Allylation du groupe NH libre du dinucléoside 3’-3

Le dimere 25 est mis en présence d’un exceés de K,CO; dans le DMF (schéma 2.42).
Apres 2 minutes d’activation par irradiation micro-onde, le bromure d’allyle est ajouté au
milieu réactionnel. La réaction est suivie par CCM et n’évolue plus aprés 2 minutes
d’activation. Le produit attendu 26 est obtenu avec un rendement de 39 %. L’allylation de la
thymidine selon le méme mode opératoire (II1.2.1.) avait conduit au composé N-allyl¢ 8 avec
un rendement de 87 %. Le rendement modeste obtenu dans le cas du composé 26 est

probablement di a la difficulté d’accessibilité de la position 3 de la thymine du composé 25.

oNf

LA

TBDMSO O N° "0 TBDMSO—@ o

i1 cho3 DMF

I NH

2/ Bromure d allyle

OAc OAc

25 26

Schéma 2.42 : N-allylation du composé 25

La structure du composé est confirmée par RMN du proton qui montre la présence du

groupe allyle et la disparition du proton en position 3.

VI1.2.2. Réaction de métathese
Le trinucléoside est obtenu en utilisant la méme procédure que pour les différents
dinucléosides (schéma 2.43). Le produit 27 est obtenu, apres purification, avec un rendement

de 40 %.
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N
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5 OAc |
AcO— SN0
26
OAc
27

Schéma 2.43 : Réaction de métathése croisée pour la formation du trimére

L’analyse par RMN du proton montre les signaux correspondant aux trois thymines et
ceux des parties glucidiques. On observe la présence du proton porté par 1’azote en position 3
résonant a 8,41 ppm. La structure du composé 27 a été confirmée par spectrométrie de masse.

On observe le pic MH" m/z 1143 et le pic MNa’ m/z 1165.
V1.2.3. Déprotection du trinucléoside

La déprotection du trinucléoside 27 se fait en deux étapes (schéma 2.44), tout d’abord

¢limination des groupements silyles suivie de la désacétylation.
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Schéma 2.44 : Déprotection du trimére

La désilylation des positions 5’ de la partie glucidique est réalisée avec le systeme
TBAF/THF [1M]. Le produit 28 est obtenu en 3 heures 30 minutes de réaction avec un
rendement de 58 %.

Enfin le trinucléoside 28 est désacétylé avec le systeme classique MeONa/MeOH
[0,5M] dans le méthanol. Le trimére déprotégé 29 est obtenu en 1 heure 30 minutes de
réaction avec un rendement de 56 %.

La RMN'H montre la disparition des figures caractéristiques des groupements
TBDMS et des groupements acétyles. L’analyse par spectroscopie infrarouge confirme la
déprotection des fonctions hydroxyles par la disparition des carbonyles des acétyles et

1’apparition d’une bande OH 4 3214 cm™,
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VII. CONCLUSION

Nous avons rapporté dans cette partie la syntheése d’analogues de di- et trinucléosides
dérivant de la thymidine, reliés par une chaine insaturée. Nous avons utilisé presque toutes les
combinaisons possibles pour la dimérisation : 3’-3°, 3-3, 5°-5°, 3°-5’ et 3°-3. Ces nucléosides
ont été obtenus par la réaction de métathése des oléfines. Nous avons également étudié
I’influence du mode d’activation, tels que les micro-ondes et les ultrasons sur la sélectivité et
le rendement de certaines réactions clefs. Tous les composés ont été synthétisés avec des
rendements acceptables et ont été complétement caractérisés par différentes méthodes

physiques (IR, RMN, spectrométrie de masse).

Ces di- et trinucléosides ouvrent comme perspective leur utilisation pour la synthése
d’analogues d’oligonucléotides dans lesquelles les liaisons phosphodiesters seraient
remplacées par des chaines carbonées. Il sera intéressant d’examiner 1’influence des régions
de couplage sur I’activité¢ biologique et également d’utiliser d’autres bases, et surtout des

bases de nature différente.
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VIII. PARTIE EXPERIMENTALE

VIII.1. Réactifs et solvants

L’origine des réactifs et solvants utilisés au cours de ce travail est présentée dans le
tableau 2.12. Sauf mention contraire, tous ces composés sont utilisés tels quels aprés avoir

controlé leur pureté et leur absence d’eau par IR.

Tableau 2.12 : Réactifs et solvants utilisés

Réactifs et solvants Origine
Acétate d’éthyle Prolabo
Acétone Prolabo
Anhydride acétique Acros
(Bis-tricyclohexylephosphine)dichloro-ruthénium (IV) benzylidéne Aldrich
Bromure d’allyle Aldrich
Chloroforme SDS
Chlorure d’ammonium Aldrich
Chlorure de benzoyle Aldrich
Chlorure de tertio-butyldiméthylsilane Aldrich
Dichlorométhane SDS
(4,5-dihydro-1,3-dimésityl-imidazolin-2-ylidéne)(tricyclohexyl-
phosphine)dichlororuthénium-benzylidéne Strem
4-diméthylaminopyridine Acros
Diméthylformamide SDS
Ethanol SDS
Ethanol absolu Prolabo
Ether de pétrole SDS
Fluorure de tétrabutylammonium (1M, THF) Acros
Hydrure de sodium Aldrich
Imidazole Aldrich
M¢éthanol Fisher
Me¢éthanolate de sodium dans le méthanol (0,5 M) Acros
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Nitrate d’argent Aldrich

PPTS (pyridinium paratoluene sulfonate) Aldrich
Pyridine anhydre Aldrich
Solution méthanolique d’ammoniac (7N) Acros
Tétrabromure de carbone Aldrich
Tétrahydrofurane anhydre Fluka
Thymidine Aldrich
Toluene SDS

VIII.2. Chromatographie

VIIL.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) analytique

Les plaques de silice (Kieselger 60 Fys4 de 0,2 mm d’épaisseur, Merck) sont employées
pour la chromatographie sur couche mince. La révélation des plaques se fait :
- par observation sous ultraviolet ;
- par vaporisation d’une solution 6N d’acide sulfurique suivie d’un chauffage a 100°C
dans le cas des produits comportant un glucide ;
- par combinaison de ces deux techniques.
Les divers ¢luants utilisés sont :
Eluant A : CHCls/éther de pétrole ; 9/1 ; v/v
Eluant B : CHCI3/EtOH ; 95/5 ; v/v
Eluant C : CHCIs/EtOH ; 9/1 ; v/v
Eluant D : CHCls/éther de pétrole ; 8/2 ; v/v
Eluant E : CHCl; ; v
Eluant F : CHCI3/EtOH ; 99/1 ; v/v
Eluant G : CH,CI,/EtOH ; 9/1 ; v/v
Eluant H : CH,CIl,/EtOH ; 95/5 ; v/v
Eluant I : CHCI:/EtOH ; 97/3 ; v/v
Eluant J : CHCI3/EtOH ; 98/2 ; v/v
Eluant K : CHCI5/EtOH ; 7/3 ; v/v
Eluant L : toluéne/acétate d’éthyle ; 8/2 ; v/v
Eluant M : CHCI5/EtOH ; 85/15 ; v/v
Eluant N : CHCI;/EtOH ; 8/2 ; v/v
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VIIIL.2.2.Chromatographie sur couche mince préparatives

On dépose une couche uniforme de silice de 2 mm d’épaisseur (Kieselger 60 PF,s4

Merck) sur des plaques de verre (20 cm x 20 cm) que 1’on active a 100°C durant 2 heures.

VIIIL.2.3. Chromatographie sur colonne

Le support utilisé est la silice (60 ACC, 20-40 um, SDS). Les colonnes sont
équilibrées dans le systéme d’élution. Tous les produits a purifier sont dissous dans un
minimum de solvant ou fixés sur florisile et sont introduits en téte de colonne. L’¢lution des
composés peut étre accélérée par la mise sous légere surpression d’air comprimé du systéme.

L’¢luant est ensuite fractionné afin de récupérer le produit pur désiré.

VIIL.3. Analyses

VIIL3.1. Température de fusion

Les températures de fusion (Ty) sont mesurées sur banc Kofler.

VIII.3.2. Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires [a]p sont mesurés sur un polarimetre Jasco (DIP-370) pour la
raie D du sodium dans une cuve de 10 cm de longueur. Ces mesures sont effectuées a

température ambiante dans un solvant.

VIIIL.3.3. Spectrométrie RMN

Les spectres RMN ont été réalisés soit sur un appareil Bruker DPX-400 avec une
fréquence de 400 MHz pour le proton et de 100 MHz pour le carbone 13. Les déplacements
chimiques 6 sont donnés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de
couplages J sont données en Hertz (Hz). Les abréviations utilisées sont : s (singulet), sé
(singulet élargi), d (doublet), dé (doublet élargi), dd (double doublet), ddé¢ (double doublet
¢largi), t (triplet), dt (double triplet), ddt (double double triplet), tt (triple triplet), q
(quadruplet), dq (double quadruplet).
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VIIIL.3.4. Spectrométrie Infrarouge

Les spectres IR sont réalisés sur un appareil Perkin Elmer 310 sur des échantillons

déposés sur pastille de KBr. Les nombres d’onde sont exprimés en cm’.

VIIL.3.5. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse par ionisation chimique (IC) et par ionisation par électrospray
(ESI) ont été réalisés sur un appareil R10-10 Nermag au Laboratoire de Chimie Organique
Structurale de 1’Université de Paris VI. L’agent ionisant dans le cas de 1’ionisation chimique

est le gaz ammoniac NHs.

VII1.4. Matériel

VII1.4.1. Cuve a ultrason

Cuve a ultrason (LEO-80) avec une fréquence de 46 kHz et de puissance 30 W. Toutes

les réactions sont réalisées dans un ballon, immergé dans la cuve remplie d’eau a 40°C.
VII1.4.2. Micro-onde

Les irradiations micro-ondes ont été réalisées au moyen d’un four micro-onde de
laboratoire (Milestone, modele : MicroSynth). Avec celui-ci, la durée, la température et la

puissance sont ajustées par ordinateur au moyen d’un logiciel de contrdle. La température et

la puissance sont évaluées a 1’aide d’une sonde.
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VIILS. Synthéses
5’-0-tert-butyldiméthylsilylthymidine (1)

(0]

HSC\fLNH
TBDMSO—\QN ’go

OH

Dans un ballon de 100 mL, on introduit 2,5 g (10.33 mmol) de thymidine, 63 mg (0,05
¢q.) de DMAP et 30 mL de pyridine anhydre, sous atmosphére d’argon. On ajoute 1,713g (1,5
€q.) de chlorure de tertiobutyldiméthylsilane (TBDMSCI). On laisse réagir pendant 10 heures
a température ambiante. Le milieu réactionnel est alors évaporé, la pyridine est azéotropée
trois fois au toluene. Le produit brut obtenu est purifi¢ par chromatographie sur colonne de
gel de silice (20 x 4,5 cm ; gradient d’¢luant : éluant A a éluant B). 3,586 g de produit pur

sont recueillis sous forme d’un solide blanc avec un rendement de 97 %.

[a]p™>=+6,957° (c 1,0 ; CHCl3)

Tr=201 °C

R¢= 0,44 (¢luant C)

IR: 3445 (OH), 3186 (NH), 3051-2860 (CH ar.), 2928 (CH alkyl), 1695 (C=0 Thym), 1635
(C=C).

RMN 'H, (CDCls, 8) : Thymine: 8,70 (s, 1H, N-H), 7,50 (q, 1H, J=1,1Hz, Hg), 1,91 (d, 3H,
J=1,1Hz, CH3) ; sucre: 6,36 (dd, 1H, J=5,7Hz, J=8,1Hz, H,"), 4,46 (dt, 1H, J=2,4Hz, J=5,7Hz,
Hs ), 4,03 (m, 1H, Hy), 3,89 (dd, 1H, J=2,8Hz, J=11,3Hz, Hs, ), 3,83 (dd, 1H, J=2,8Hz,
J=11,3Hz, Hs» ), 2,36 (ddd, 1H, J=5,7Hz, J=2,4Hz, J=13,6Hz, Ha," ), 2,10 (ddd, 1H, J=5,7Hz,
J=8,1Hz , J=13,6Hz, Hyy ),TBDMS: 0,92 (s, 9H, tert-but), 0,12 (s, 3H, CHz), 0,11 (s, 3H,
CH;).
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3’-0-allyl-5’-0-tert-butyldiméthylsilylthymidine (2)

0
Hﬁf&NH
TBDMSO—\VijN’J%o

O

)

Dans un ballon de 50 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 678 mg (1,904
mmol) de produit 1 dans 15 mL de THF anhydre, 190 mg (2,5 €q.) d’hydrure de sodium en
suspension a 60% dans une huile minérale. Nous observons un dégagement gazeux et au bout
de 45 minutes de sonication, 0,412 mL (2,5 éq.) de bromure d’allyle sont ajoutés. La réaction
est terminée au bout de 30 minutes de sonication. Le mélange réactionnel est versé dans 50
mL d’une solution saturée de chlorure d’ammonium, puis est repris deux fois dans 60 mL de
chloroforme et lavé avec 30 mL d’eau puis séché sur MgSOy , filtré et évaporé. Le produit
brut obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (30 x 4 cm ; gradient
d’éluant : éluant D a ¢luant B). 754 mg de produit pur est recueilli sous forme d’une huile

avec un rendement quantitatif.

[a]p®? =+27,77 (c3,5; CHCl)

R¢=0,44 (¢luant B)

IR: 3158,(NH), 3068 (CH ar.), 2931 (CH alkyl), 1696 (C=O Thym), 1632 (C=C), 1270 (C-O-
O).

RMN 'H, (CDCls, 8) : thymine: 8,76 (s, 1H, N-H), 7,50 (q, 1H, J=1,0Hz, Hy), 1,91 (d, 3H,
J=1,0Hz, CH3-thymine) ; sucre: 6,30 (dd, 1H, J=5,6Hz, J=8,4Hz, H,-), 4,12 (m, 2H, H3- Hy ),
3,90 (dd, 1H, J=2,4Hz, J=11,4Hz, Hs-,), 3,78 (dd, 1H, J=2,4Hz, J=11,4Hz, Hs,), 2,44 (ddd,
1H, J=5,6Hz, J=1,7Hz , J=13,7Hz, Hy»,), 1,95 (ddd, 1H, J=5,6Hz, J=8,4Hz , J=13,7Hz, H,%),
TBDMS: 0,92 (s, 9H, tert-butyle), 0,11 (s, 6H, Si-CHj3), allyle: 5,89 (ddt, 1H, J=5,5Hz,
J=10,6Hz , J=17,2Hz, Hp), 5,30 (dd, 1H, J=1,6Hz, J=17,2Hz, H,), 5,21 (dd, 1H, J=1,6Hz,
J=10,6Hz, H,), 4,04 (ddt, 1H, J=1,6Hz, J=5,5Hz , J=12,7Hz, H,), 3,95 (ddt, 1H, J=1,6Hz,
J=5,5Hz, J=12,7Hz, Hy).
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3’-0-allylthymidine (3)

Dans un ballon de 100 mL, on introduit 1,723g (4,48 mmol) de produit 2 dans 30 mL
de THF anhydre et 5 mL (1,2 éq.) d’une solution de fluorure de tétrabutylammonium 1 M
dans le THF. Le mélange réactionnel est mis sous agitation pendant 1h30 a température
ambiante et I’avancement de la réaction est suivi par CCM. Le brut réactionnel est évaporé
puis purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (25 x 4 cm ; éluant C). 1,191 g

de produit pur est recueilli, soit un rendement de 88% sous forme d’un solide blanc.

Ci4H2N,Os M =298,33

Te= 140-142 °C

[a]p? =+ 37,444 (c=1,8 ; CHCL;)

R¢= 0,45 (¢luant C)

IR: 3415 (OH), 3187 (NH), 3081 (CH ar.), 2928 (CH alkyl), 1698 (C=0O Thym), 1633 (C=C),
1271 (C-0O-C).

RMN 'H, (CD;0D, 0) : thymine : 7,78 (sé, 1H, Hg ), 1,85 (sé, 3H, CHs-thymine) ; sucre : 6,22
(dd, 1H, J=5,9Hz, J=8,0Hz, H;"), 4,19 (dt, 1H, J=2,4Hz, J=5,9Hz, Hs'), 4,05 (m, 3H, H, Ha
Hy), 3,78 (dd, 1H, J=3,5Hz, J=12,0Hz, Hs.), 3,71 (dd, 1H, J=3,5Hz, J=12,0Hz, Hs), 2,35
(ddd, 1H, J=2,4Hz, J=5,9Hz , J=13,8Hz, Hy), 2,15 (ddd, 1H, J=5,9Hz, J=8,0Hz , J=13,8Hz,
Ha), allyle: 5,92 (ddt, 1H, J=5,4Hz, J=10,4Hz , J=17,1Hz, Hy), 5,29 (dd¢é, 1H, J=1,6Hz,
J=17,1Hz, H,), 5,21 (ddé, 1H, J=1,6Hz, J=10,4Hz, H,").
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1,4-bis-[3’-0-(5’-0-tert-butyldiméthylsilylthymidinyl)]-but-2-éne (5)

TBDMSO

3’-0-(prop-1-enyl)-5’- O-tert-butyldiméthylsilylthymidine (6)

e
P
>

H,C

0

H
L X
o) o
\

Par chauffage classique :

Dans un ballon de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 462 mg (1,16 mmol)
de 2 dissous dans 3,5 mL de dichlorométhane distillé sur P,Os puis CaH, et dégazé par
barbotage d’argon. 216 mg (0,26 mmol, 22% molaire) de bis(tricyclohexylphosphine)-
dichloro- ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 2 mL de dichlorométhane distillé et
dégazé, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le mélange est placé a 35°C
sous agitation magnétique. Au bout de 10 heures, plus aucune évolution n’est constatée par
CCM. Le milieu réactionnel est alors concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (22 x 2 cm ; gradient d’éluant : ¢luant E a éluant
F). 227 mg (51%) de produit 5 sous forme d’une huile noiratre sont ainsi obtenus avec un

mélange d’isoméres E/Z = 4,55. On récupere également 7 % du composé 6.

Par activation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 189 mg (0,477 mmol)
de 2 dissous dans 5 mL de dichlorométhane anhydre. 46 mg (0,056 mmol, 24% molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro- ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 4 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le
mélange est mis sous agitation magnétique et activé par irradiation micro-onde (P=80W,

T=38°C). Au bout de 4 heures d’activation, plus aucune évolution n’est constatée par CCM
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(¢luant B). Le milieu réactionnel est alors évaporé. Le résidu est purifi¢ par chromatographie
sur colonne de gel de silice (16 x 2,5 cm ; gradient d’¢luant : ¢luant E a éluant F). 73 mg
(40%) de produit 5 sous forme d’une huile noirdtre sont ainsi obtenus avec un mélange

d’isoméres E/Z = 4,55.

1,4-bis-[3’-0-(5-0-tert-butyldiméthylsilylthymidinyl)]-but-2-éne (5)

R= 0,35 (éluant B)

IR: 3165 (NH), 3076 (CH ar.), 2932 (CH alkyl), 1696 (C=0O Thym), 1630 (C=C), 1278 (C-O-
O).

RMN 'H (CDCl, 8) : Isomére E : thymine, 8,45 (s, 2H, N-H), 7,49 (q, 2H, J=1,0Hz, H6),
1,89 (d, 6H, J=1,0Hz, CH;-thymine) ; sucre, 6,27 (dd, 2H, J=5,5Hz, J= 8,5Hz, H1’), 4,11-
4,09 (m, 4H, H3’ et H4’), 3,89 (dd, 2H, J=2,4Hz, J=11,3Hz, H5’a), 3,78 (dd, 2H, J=2,4Hz,
J=11,3Hz, H5’b), 2,43 (ddd, 2H, J=1,4Hz, J=5,5Hz, J=14,4Hz, H2’a), 1,96 (ddd, 2H,
J=5,5Hz, J=8,5Hz, J=14,4Hz, H2’b) ; but-2-éne, 5,71 (t, 2H, J=3,8Hz, HP), 4,04-3,95 (m, 4H,
Ha) ; TBDMS, 0,92 (s, 18H, tert-butyle), 0,12 (s, 12H, Si-CHs) ; Isomére Z : thymine, 8,38 (s,
2H, N-H), 7,49 (q, 2H, J=0,9Hz, H6), 1,91 (d, 6H, J=0,9Hz, CH3-thymine) ; sucre, 6,26 (dd,
2H, J=5,5Hz, J=8,5Hz, H1’), 4,11-4,09 (m, 4H, H3* et H4’), 3,89 (dd, 2H, J=2,4Hz,
J=11,3Hz, H5a), 3,78 (dd, 2H, J=2,4Hz, J=11,3Hz, H5’b), 2,43 (ddd, 2H, J=4,4Hz, J=5,5Hz,
J=14,4Hz, H2’a), 1,96 (ddd, 2H, J=5,5Hz, J=8,5Hz, J=14,4Hz, H2’b) ; but-2-éne, 5,71 (t, 2H,
J=2,7Hz, HP), 4,04-3,95 (m, 4H, Ha) ; TBDMS, 0,92 (s, 18H, tert-butyle), 0,12 (s, 12H, Si-
CHs;).

RMN "°C (CDCly) : Isomére E ; thymine : 163,53 (C-4), 150,13 (C-2), 110,83 (C-5), 135,33
(C-6), 12,53 (CH3); but-2-ene : 128,94 (C-B), 69,05 (C-a) ; sucre : 85,06 (C-1), 85,13 (C-4),
79,49 (C-3°), 63,68 (C-5°), 37,75 (C-2°); TBDMS : 25,93 (tert-butyle), -5,32 (CH3), -5,44
(CH3). Isomére Z ; thymine : 163,53 (C-4), 150,13 (C-2), 110,83 (C-5), 135,33 (C-6), 12,53
(CH3); sucre : 85,06 (C-17), 85,13 (C-4"), 79,49 (C-3°), 63,68 (C-5"), 37,91 (C-2’), but-2-ene
: 128,86 (C-B), 65,07 (C-a) ; TBDMS : 25,93 (tert-butyle), -5,32 (CH3), -5,44 (CH3).

3’-0-(prop-1-&nyl)-5’- o-tert-butyldiméthylsilylthymidine (6)

RMN 'H (CDCls, d) : Isomére E : thymine, 8,50 (s, 1H, N-H), 7,49 (q, 1H, J=1,1Hz, H6),
1,92 (d, 3H, J=1,1Hz, CHj3-thymine) ; sucre, 6,34 (dd, 1H, J=5,4Hz, J=8,8Hz, H1’), 4,41 (dt,
1H, J=2,0Hz, J=5,8Hz, H3’), 4,16 (m, 1H, H4"), 3,91 (dd, 1H, J=2,2Hz, J=11,3Hz, H5 a),
3,90 (dd, 1H, J=2,2Hz, J=11,3Hz, H5’b), 2,47 (ddd, 1H, J=1,4Hz, J=5,4Hz, J=13,7Hz, H2’a),
2,00 (ddd, 1H, J=5,8Hz, J=8,8Hz, J=13,7Hz, H2’b) ; prop-1-enyle, 6,07 (dq, 1H, J=1,5Hz,
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J=13,0Hz, Ha), 4,83 (dq,1H, J=6,7Hz, J=13,0Hz, HB), 1,56 (dd, 3H, J=1,5Hz, J=6,7Hz, CH3)
TBDMS, 0,93 (s, 9H, tert-butyle), 0,13 (s, 6H, Si-CH3) ; Isomére Z : thymine, 8,50 (s, 1H, N-
H), 7,49 (q, 1H, J=1,1Hz, H6), 1,92 (d, 3H, J=1,1Hz, CHs-thymine) ; sucre, 6,30 (dd, 1H,
J=5,4Hz, J=8,8Hz, H1’), 4,39 (dt, 1H, J=2,0Hz, J=5,8Hz, H3"), 4,16 (m, 1H, H4’), 3,80 (dd,
1H, J=1,8Hz, J=11,3Hz, H5’a), 3,79 (dd, 1H, J=1,8Hz, J=11,3Hz, H5’b), 2,46 (ddd, 1H,
J=1,4Hz, J=5,4Hz, J=13,7Hz, H2’a), 2,01 (ddd, 1H, J=5,8Hz, J=8,8Hz, J=13,7Hz, H2’D) ;
prop-1-enyle, 5,89 (dq, 1H, J=1,6Hz, J=6,5Hz, Ha), 4,57 (q,1H, J=6,5Hz, Hp), 1,56 (dd, 3H,
J=1,6Hz, J=6,5Hz, CH3) ; TBDMS, 0,92 (s, 9H, tert-butyle), 0,12 (s, 6H, Si-CH3).
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1,4-bis-(3’-0-thymidinyl)-but-2-¢ne (7)
0
N

Q)
JE I 8.
Ho_\ﬁ o HO—@ o
0\/=/\0
Dans un ballon de 25 mL, on introduit 285 mg (0,373 mmol) de 5 dissous dans 4 mL
de THF. On ajoute 1 mL (2,7 €q.) d’une solution de fluorure de tétrabutylammonium 1 M
dans le THF. Le mélange réactionnel est mis sous agitation pendant 2 heures a température

ambiante. Aprés évaporation et purification sur plaques préparatives (¢luant A), on obtient

110 mg (55%) de produit sous forme d’un solide blanc.

Tr=119-121 °C

R¢= 0,44 (¢luant A)

IR: 3382 (OH), 3174 (NH), 3081 (CH ar.), 2928 (CH alkyl), 1698 (C=O Thym), 1633 (C=C),
1272 (C-O-C).

RMN 'H (CDCl; + CD;OD, §) : thymine: 7,61 (d, 2H, J=0,6Hz, He), 1,90 (d, 6H, J=0,6Hz,
CHs-thymine); sucre: 6,20 (dd, 1H, J=6,0Hz, J=7,8Hz, H,-), 4,22 (dt, 2H, J=2,4Hz, J=5,4Hz,
Hsy), 4,08 (m, 2H, Hy), 3,85 (dd, 2H, J=3,0Hz, J=12,0Hz, Hs), 3,74 (dd, 2H, J=3,0Hz,
J=12,0Hz, Hs>,), 2,40 (ddd, 2H, J=2,4Hz, J=6,0Hz , J=13,6Hz, Hy'), 2,19 (ddd, 2H, J=5,4Hz,
J=7,8Hz , J=13,6Hz, H>,); but-2-éne : 5,82 (t, 2H, J=2,7Hz, Hp), 4,05 (m, 2H, H,) ), 4,01 (m,
2H, H,).
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N-3-allylthymidine (8)

0
NNF

|
0 ON’J\o

H

OH

Par chauffage classique :

Dans un ballon de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 242 mg (1 mmol) de
thymidine dans 8 mL de DMF anhydre, 690 mg (5 éq.) de carbonate de potassium. Le ballon
est plongé dans un bain d’huile a 80°C et le milieu réactionnel est mis sous agitation. Au bout
de 30 minutes, 0,104 mL (1,2 éq.) de bromure d’allyle sont ajoutés. La réaction est terminée
au bout de 1h30 et filtrée sur fritté, avant d’étre évaporée. Le produit brut obtenu est purifié
par chromatographie sur couche mince préparative (éluant G). 212 mg de produit pur est

recueilli sous forme d’une huile avec un rendement de 75%.

Par activation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 242 mg (1 mmol) de thymidine qui sont dissous
dans 8 mL de DMF anhydre. 690 mg (5 €q.) de carbonate de potassium et 0,104 mL de
bromure d’allyle (1,2 éq.) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et activé
par irradiation micro-onde (P=150W, T=80°C). La réaction est suivie par CCM (éluant G). La
réaction est terminée au bout de 4 minutes et filtrée sur fritté, avant d’étre évaporée. Le
produit brut obtenu est purifi¢ par chromatographie sur couche mince préparative (éluant G).

247 mg de produit pur est recueilli sous forme d’une huile avec un rendement de 87 %.

[a]p®? =+27,77 (c3,5; CHCl;)

R¢=0,37 (¢luant G)

IR: 3432 (OH), 3068 (CH ar.), 2931 (CH alkyle), 1696 (C=0O Thym), 1632 (C=C), 1270 (C-
0-C).

RMN 'H, (CDCls, 8): thymine: 7,41 (q, 1H, J=1,2Hz, Hg), 1,93 (d, 3H, J=1,2 Hz, CHs-
thymine) ; sucre: 6,21 (t, 1H, J=6,8Hz, H;"), 4,54 (m, 1H, Hj), 4,01 (q, 1H, J=3,3Hz, Hs),
3,92 (dd, 1H, J=3,3Hz, J=11,8Hz, Hs-), 3,83 (dd, 1H, J=3,3Hz, J=11,8Hz, Hs,), 2,38 (ddd,
1H, J=6,8Hz, J=2,0Hz ,J=13,7 Hz, Hy",), 2,32 (ddd, 1H, J=6,8Hz, J=2,0Hz , J=13,7 Hz, Hy+),
allyle: 5,87 (ddt, 1H, J=5,8Hz, J=10,2Hz, J=17,2Hz, Hp), 5,24 (dq, 1H, J=1,3Hz, J=17,2Hz,
H,), 5,17 (dq, 1H, J=1,3Hz, J=10,2Hz, H,"), 4,54 (m, 2H, H,).
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3’,5’-di-0-acétyl-N-3-allylthymidine (9)

(0}
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Aco—w

OAc

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 446 mg (1,49 mmol) de produit 8, 365 mg (2 éq.)
de DMAP, 2,8 mL (20 éq.) d’anhydride acétique. La réaction est suivie par chromatographie
sur couche mince et nous apparait quantitative au bout de deux minutes. Le mélange
réactionnel est alors neutralisé avec une solution saturée de NaHCOj suivi de trois extractions
avec 30 mL de CHCIl;. Apres séchage sur MgSQO,, filtration et évaporation, le produit est
purifi¢ par chromatographie sur colonne de gel de silice (16 x 3 cm ; gradient d’¢luant

CHCIl 3/ éther de pétrole). 572 mg (100 %) sont ainsi obtenus sous forme d’huile.

[a]p=+4,799° (c 0,7; CHCl;)

R¢= 0,82 (éluant H)

IR: 3065 (CH ar.), 2957 (CH alkyles), 1743 (C=0 acétyles), 1698 (C=0 Thym), 1598 (C=C),
1269 (C-O-C).

RMN 'H (CDCls, d): thymine: 7,26 (sé, 1H, He ), 1,95 (d, 3H, J=0,9Hz), CH;3-thymine) ; sucre
: 6,35 (dd, 1H, J=5,7Hz, J=8,4Hz, H,), 5,22 (dt, 1H, J=2,3Hz, J=6,5Hz, H3), 4,25 (m, 1H.
Hy), 4,37 (dd, 1H, J=3,4Hz, J=12,2Hz, Hs»,), 4,34 (dd, 1H, J=3,4Hz,J=12,2 Hz, Hsy), 2,48
(ddd, 1H, J=2,3Hz, J=5,7Hz , J=14,5Hz, Hy), 2,15 (ddd, 1H, J=6,5Hz, J=8,4Hz, J=14,5Hz,
Hyw) ; allyle: 5,86 (ddt, 1H, J=10,3Hz, J=16,8Hz, J=5,9Hz, Hp), 5,26 (dq, 1H, J=1,0Hz,
J=16,8Hz, H,), 5,19 (dq, 1H, J=1,0 Hz, ]=10,3Hz, H,), 4,55 (d¢, 2H, J=5,9Hz, H,,) ; acétyles:
2,12 (s, 3H, CH3), 2,10 (s, 3H, CHs).
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1,4-bis-[N-3-(3’,5’-di-0-acétylthymidinyl)]-but-2-éne (10)

OAc OAc

Par chauffage classique :

Dans un ballon de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 246 mg (0,67 mmol)
de 9 dissous dans 5,5 mL de dichlorométhane anhydre. 148 mg (0,1 mmol, 31 % molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 4,5 mL
de dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le
mélange est placé a 35°C sous agitation magnétique. La réaction est suivie par CCM (¢éluant
B). Au bout de 6 jours, la réaction n’évolue plus et le milieu réactionnel est alors évaporé. Le
résidu est purifié sur colonne de gel de silice (22 x 3 cm ; €¢luant E) on obtient 133 mg (57 %)
de produit sous forme d’une mousse blanche. La proportion des isomeres Z et E est

déterminée par RMN 'H et nous obtenons 83% d’isomére E et 17% d’isomére Z.

Par activation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphere d’argon, on introduit 177 mg (0,48 mmol)
de 9 dissous dans 5 mL de dichlorométhane anhydre. 130 mg (0,056 mmol, 33 % molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro- ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 4 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel.
L’ensemble est mis sous agitation magnétique et activé par irradiation micro-onde (P=100W,
T=38°C). Au bout de 2 heures d’activation, plus aucune évolution n’est constatée par CCM
(¢lunt B). Le milieu réactionnel est alors évaporé. Le résidu est purifié par chromatographie
sur plaques de silice (¢éluant I). 105 mg (62 %) de produit 10 sous forme d’une huile noiratre

sont ainsi obtenus avec un mélange d’isoméres E/Z= 5.
R¢= 10,35 (éluant J)

IR: 3050 (CH ar.), 2972 (CH alkyles), 1712 (C=0 acétyle), 1689 (C=0O Thym), 1635 (C=C
Thym), 1259 (C-O-C).
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RMN 'H (CDCls, 8): Isomére E: thymine: 7,24 (q, 2H, J=0,9Hz, Hy), 1,93 (d, 6H, J=0,9Hz,
CHs-thymine); sucre: 6,33 (dd, 2H, J=5,6Hz, J=8,5Hz, H,-), 5,21 (dt, 2H, J=2,3Hz, J=6,5Hz,
Hj"), 4,24 (m, 2H, Hy'), 4,37 (dd, 2H, J=4,1Hz, J=12,2Hz, Hs,), 4,33 (dd, 2H, J=4,1Hz, J=
12,2 Hz, Hs), 2,48 (ddd, 2H, J=2,3Hz, J=5,6Hz, J=14,2Hz, Hy'), 2,13 (m, 2H, Hy,); but-2-
ene : 5,81 (m, 2H, Hp), 4,51 (m, 4H, H,) ; acétyles : 2,13 (s, 6H, CH3), 2,10 (s, 6H, CH3).
Isomére Z : thymine: 7,25 (d, 2H, J=0,9Hz, H), 1,95 (q, 6H, J=0,9Hz, CHs-thymine); sucre:
6,37 (dd, 2H, J=5,6Hz, J=8,5Hz, H’), 5,21 (dt, 2H, J=2,3 Hz, J=6,7Hz, Hs'), 4,24 (m, 2H,
Hy), 4,37 (dd, 2H, J=4,1Hz, J=12,2Hz, Hs,), 4,33 (dd, 2H, J=4,1Hz, J=12,2Hz, Hsy), 2,49
(ddd, 2H, J=2,3Hz, J=5,6 Hz , J=14,2Hz, Hy'), 2,13 (m, 2H, Hy,); but-2-ene : 5,66 (m, 2H,
Hp), 4,82 (m, 4H, H,) ; acétyles : 2,13 (s, 6H, CH3), 2,10 (s, 6H, CH3).

RMN °C (CDCL) : Isomére E : thymine : 162,78 (C-4), 150,53 (C-2), 110,74 (C-5), 132,57
(C-6), 13,41 (CH3); but-2-éne : 127,72 (C-B), 42,28 (C-a) ; sucre : 85,42 (C-17), 82,04 (C-4°),
74,18 (C-3’), 63,87 (C-5’), 37,62 (C-2°) ; acétyles : 170,37 (C=0), 20,89 (CHj3). Isomére Z :
thymine : 162,91 (C-4), 150,66 (C-2), 110,74 (C-5), 132,52 (C-6), 13,41 (CH3); sucre : 85,42
(C-17), 82,04 (C-4’), 74,18 (C-3), 63,87 (C-5"), 37,62 (C-2’), but-2-éne : 127,66 (C-B), 38,65
(C-0) ; acétyles : 170,20 (C=0), 20,89 (CHs).
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1,4-bis-[N-3-thymidinyl]-but-2-¢ne (11)

\kaMN

H H

Dans un ballon de 25 mL, on introduit 99 mg (0,141 mmol) du produit 10 dissous dans
3 mL de méthanol et 1 mL de dichlorométhane afin de le solubiliser. On ajoute 4 mL d’une
solution méthanolique d’ammoniac (7N). La réaction est placée a température ambiante sous
agitation magnétique et suivie par CCM (¢luant K). Apres 5 heures de réaction, le milieu est
concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié¢ sur plaques préparatives (¢éluant K). 44
mg de produit pur sont recueillis sous forme d’une mousse blanche avec un rendement de 59

%.

R¢= 0,49 (¢éluant K)

IR: 3403 (OH), 1690 (C=0 Thym), 1567 (C=C Thym), 1290 (C-O-C).

RMN 'H (CD;0D, 9): Isomére E: thymine: 7,83 (q, 2H, J=1,2Hz, Hg), 1,89 (d, 6H, J=1,2Hz,
CHs-thymine); sucre: 6,27 (t, 2H, J=6,7Hz, H;-), 4,39 (m, 2H, Hj-), 3,90 (m, 2H, Hy'), 3,79
(dd, 2H, J=3,1Hz, J=12,0Hz, Hs-,), 3,72 (dd, 2H, J=3,1Hz, J= 12,0Hz, Hs%), 2,2 (m, 4H, Hy");
but-2-ene : 5,81 (m, 2H, Hp), 4,51 (m, 4H, H,). Isomére Z : thymine: 7,84 (q, 2H, J=0,9Hz,
He), 1,91 (d, 6H, J=0,9Hz, CH3-thymine); sucre: 6,30 (t, 2H, J=6,9Hz, H;*), 4,39 (m, 2H, Hj-),
3,90 (m, 2H, Hy), 3,80 (dd, 2H, J=3,7Hz, J=12,1Hz, Hs-,), 3,73 (dd, 2H, J=3,7Hz, J=12,1Hz,
Hsv), 2,2 (m, 4H, Hy'); but-2-éne : 5,66 (m, 2H, Hp), 4,82 (m, 4H, H,).

RMN °C (CDCLs) : Isomére E ; thymine : 165,2 (C-4), 152,2 (C-2), 110,9 (C-5), 136,7 (C-6),
13,7 (CH3); but-2-éne : 128,7 (C-B), 43,7 (C-a) ; sucre : 87,4 (C-1"), 89,0 (C-4’), 72,2 (C-3°),
62,8 (C-5"), 41,4 (C-2’). Isomére Z ; thymine : 165,9 (C-4), 152,6 (C-2), 110,7 (C-5), 136,5
(C-6), 13,4 (CH3); sucre : 87,2 (C-17), 89,4 (C-4"), 72,8 (C-3°), 62,7 (C-5’), 41,6 (C-2°), but-
2-éne : 127,6 (C-p), 38,6 (C-a).
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N-3-benzoyl-3’-0-benzoyl-5’-0-tert-butyldimethylsilylthymidine (12)
0

NBz
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A une solution de thymidine (1,5 g, 6,19 mmol) dans la pyridine anhydre (25 mL) on
ajoute 1,05 équivalent de TBDMSCI (0,980 g, 6,50 mmol) et on laisse le mélange réactionnel
sous agitation a température ambiante pendant une nuit. Le DMAP (1,13 g, 9,28 mmol) et le
chlorure de benzoyle (4,21 mL, 37,14 mmol) sont ensuite ajoutés. Apreés 28 heures sous
agitation a température ambiante, le mélange est solubilisé dans le chloroforme, traité avec
une solution saturée de NaHCO; et extrait avec du CHCl; (3 x 20 mL). La phase organique
est séchée sur MgSO,, filtrée puis évaporée a sec. Le brut est ensuite purifié sur colonne de
silice (27 x 4 cm ; gradiant d’éluant : toluéne/AcOEt) pour donner le composé 8 avec 83% de

rendement (2,897 g), sous forme d’une mousse blanche.

R¢ = 0,55 (éluant L).

IR: 2930 (CH), 1763 (C=0 Bz), 1702 (C=0 Thym), 1600 (C=C), 1269 (C-O-C).

RMN 'H (CDCls, 0): thymine 7,72 (q, 1H, J=1,0Hz, Hg), 1,98 (d, 3H, J=1,0Hz, CH3); sucre:
6,49 (dd, 1H, J=5,2Hz, J=9,3Hz, H;’), 5,52 (m, 1H, Hj"), 4,28 (m, 1H, H4), 4,04 (dd, 1H,
J=11,4Hz, J=2,0Hz, Hs-,), 4,02 (dd, 1H, J=11,4Hz, J=2,0Hz, Hs-,), 2,42 (ddd, 1H, J=3,6Hz,
J=5,2Hz, J=13,8Hz, H,y), 2,09 (ddd, 1H, J=9,3Hz, J=6,1Hz, J=13,8Hz, Hyy) ; TBDMS : 0,20
(s, 6H, CH3-Si), 0,99 (s, 9H, CHs, t-Bu) ; benzoyles :7,17-8,02 (m, 10H, H-Arom).
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N-3-benzoyl-3’-0-benzoylthymidine (13)
0

NBz
HO

OBz

Au composé 12 (1,746 g, 3,096 mmol), solubilisé¢ dans le méthanol anhydre (25 mL),
on ajoute 0,1 équivalent de tétrabromure de carbone (0,105 g, 0,310 mmol). Le mélange
réactionnel est mis sous agitation et a reflux pendant 1h30. Le solvant est ensuite évaporé¢ et le
brut est purifi¢ sur colonne de silice (18x 4 cm; gradiant d’éluant: CHCIl;/EP—
CHCI3/EtOH), le composé 13 est récupéré avec un rendement de 88 % (1,226 g), sous forme

d’une mousse blanche.

R¢= 0,47 (¢luant B)

IR: 3494 (OH), 3068 (CH ar.), 2929 (CH alkyles), 1768 (C=0 Bz), 1698 (C=0O Thym), 1599
(C=0), 1271 (C-0-C).

RMN 'H (CD;OD, 8): thymine 8,09 (q, 1H, J=0,8Hz, H-6), 1,96 (d, 3H, J=0,8Hz, CH3) ;
sucre: 6,39 (dd, 1H, J=6,4Hz, J=7,9Hz, Hy"), 5,59 (dt, 1H, J=2,7Hz, J=5,4Hz, Hs), 4,26 (q,
1H, J=2,7Hz, Hy), 3,93 (dd, 1H, J=12,1Hz, J=2,7Hz, Hs,), 3,90 (dd, 1H, J=2,7Hz, J=12,1Hz,
Hs-,), 2,59 (ddd, 1H, J=2,7Hz, J=6,4Hz, J=14,3Hz, H»,), 2,55 (ddd, 1H, J=5,4Hz, J=7,9Hz,
J=14,3Hz, Hy) ; benzoyles: 7,48-8,04 (m, 10 H, H-Arom).
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3’,5’-di-0-benzoylthymidine (13)

Dans un ballon de 50 mL, sous atmosphere d’argon, on introduit 187 mg (0,416
mmol) de produit 13 dans 8 mL de THF anhydre, 23 mg (1,4 €éq.) d’hydrure de sodium en
suspension a 60% dans une huile minérale. Nous observons un dégagement gazeux et au bout
de 30 minutes de sonication le mélange réactionnel est versé dans 10 mL d’eau, puis est repris
deux fois dans 50 mL de chloroforme, séché sur MgSOy, , filtré et évaporé. Le produit brut
obtenu est purifi¢ par chromatographie sur couche mince (¢luant B). 102 mg de produit pur

est recueilli sous forme d’une huile avec un rendement de 54 %.

R¢= 0,65 (€luant B)

RMN 'H (CDCls, 8) : thymine 8,50 (s, 1H, N-H), 7,26 (q, 1H, J=0,9Hz, H-6), 1,62 (d, 3H,
J=0,9Hz, CH;3-thymine) ; sucre: 6,46 (dd, 1H, J=5,5Hz, J=8,8Hz, H;"), 5,66 (dt, 1H, J=2,9Hz,
J=6,5Hz, Hy), 4,54 (q, 1H, J=2,9Hz, Hys"), 4,80 (dd, 1H, J=12,2Hz, J=2,9Hz, Hs+,), 4,68 (dd,
1H, J=2,9 Hz, J=12,2Hz, Hs,), 2,71 (ddd, 1H, J=2,9Hz, J=5,5Hz, J=14,3Hz, H»,), 2,34 (ddd,
1H, J=6,5 Hz, J=8,8Hz, J=14,3Hz, Hy,) ; benzoyles: 7,46-8,08 (m, 10 H, H-arom).

RMN °C (CDCLy) : thymine : 163,19 (C-4), 150,14 (C-2), 111,73 (C-5), 134,37 (C-6), 12,15
(CHs-thymine) ; sucre : 84,9 (C-17), 82,7 (C-3’), 75,02 (C-4’), 64,33 (C-5°), 38,02 (C-2’);
benzoyles : 165,99 (C=0), 133,73-129,50 (C-arom).
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N-3-allyl-3°,5’-di-0-benzoylthymidine (13”)
0 f
\fLN
BZO—wN/kO

OBz

Dans un ballon de 10 mL, sous atmospheére d’argon, on introduit 78 mg (0,173 mmol)
de produit 13 dans 15 mL de THF anhydre, 8 mg (1,2 éq.) d’hydrure de sodium en suspension
a 60% dans une huile minérale. Nous observons un dégagement gazeux et au bout de 15
minutes de sonication, 30 pL (2 éq.) de bromure d’allyle sont ajoutés. La réaction est terminée
au bout de 5 minutes de sonication. Le mélange réactionnel est versé dans 5 mL d’une
solution saturée de chlorure d’ammonium, puis est repris deux fois dans 20 mL de
chloroforme et lavé avec 10 mL d’eau puis séché sur MgSQOy, , filtré et évaporé. Le produit
brut obtenu est purifié par chromatographie préparative (¢luant B). 44 mg de produit pur est

recueilli sous forme d’une huile avec un rendement de 52 %.

R¢= 0,50 (¢luant B)

RMN 'H, (CDCls, 8): thymine: 7,26 (q, 1H, J=0,8Hz, Hg), 1,66 (d, 3H, J=0,8Hz, CHs-
thymine) ; sucre: 6,51 (dd, 1H, J=5,5Hz, J=8,7Hz, H,), 5,65 (dt, 1H, J=1,8Hz, J=6,6Hz, Hs’),
4,54 (m, 1H, Hy"), 4,80 (dd, 1H, J=3,1Hz, J=12,2Hz, Hs-,), 4,68 (dd, 1H, J=3,1Hz, J=12,2Hz,
Hsw), 2,72 (ddd, 1H, J=5,5Hz, J=1,8Hz , J=14,2Hz, Hy,), 2,33 (ddd, 1H, J=6,6Hz, J=8,7Hz,
J=14,2Hz, Hy») ; benzoyles: 8,06-7,45 (m, 10H, H-arom) ; allyle: 5,86 (ddt, 1H, J=5,9Hz,
J=10,2Hz , J=17,1Hz, Hp), 5,25 (dq, 1H, J=1,2Hz, J=17,1Hz, H,), 5,18 (dd, 1H, J=1,2Hz,
J=10,2Hz, H,"), 4,55 (m, 2H, H,).

RMN "°C (CDCLs) : thymine : 162,82 (C-4), 150,65 (C-2), 110,95 (C-5), 132,5 (C-6), 12,9
(CHs-thymine) ; sucre : 85,53 (C-17), 82,57 (C-3°), 75,04 (C-4’), 64,29 (C-57), 38,05 (C-2’) ;
allyle: 131,61 (C-B), 118,15 (C-y), 43,46 (C-a) ; benzoyles : 166,01 (C=0), 133,81-128,94 (C-

arom).
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3°,5’-di-0-tert-butyldiméthylsilylthymidine (16)

(0]
\fkf
TBDMSO o N "0

TBDMSO

Dans un ballon de 100 mL, on introduit 2,5 g (10,33 mmol) de thymidine qui sont
dissous dans 30 mL d’un mélange DMF/THF, 1/1. On ajoute 2,807 g (4,02 ¢q) d’imidazole,
3,896 g (2,22 ¢éq) de nitrate d’argent et 2,22 mg (2,22 éq) de TBDMSCI. Le milieu réactionnel
est mis sous agitation et atmospheére inerte. La réaction est suivie par CCM (éluant B) et est
arrétée au bout de 3 heures. Le mélange réactionnel est alors filtré sur fritté, repris dans 60 mL
d’acétate d’éthyle, puis lavé 3 fois avec 4 mL d’eau, séché sur MgSO,4 et évaporé. La
purification sur colonne de silice (20 cm x 4 cm, gradient d’¢luant : éluant A a éluant E)

conduit au produit pur avec un rendement de 85 % (4,112 g).

[a]p™ =+ 11,52 (c 2 ; CHCL) ; T= 125°C ; Rg= 0,75 (éluant B)

RMN 'H (CDCls, 8): thymine : 8,48 (s, 1H, N-H), 7,47 (q, 1H, J=0,8Hz, H6), 1,91 (d,3H,
J=0,8Hz, CH3-thymine) ; sucre : 6,33 (dd, 1H, J=5,9Hz, J=7,9Hz, H1’), 4,40 (dt, 1H,
J=2,5Hz, J=5,9Hz, H3’), 3,94 (q, 1H, J=2,5Hz, H4’), 3,87 (dd, 1H, J=2,5Hz, J=11,4Hz,
H5’a), 3,76 (dd, 1H, J=2,5Hz, J=11,4Hz, H5’b), 2,25 (ddd, 1H, J=2,5Hz, J=7,9Hz, J=13,1Hz,
H2’a), 2,00 (ddd, 1H, J=5,9Hz, J=7,9Hz, J=13,1Hz, H2’b) ; 5’-0-TBDMS : 0,93 (s, 9H, tert-
butyle), 0,11 (sé, 6H, Si-CHs) ; 3°-0-TBDMS : 0,89 (s, 9H, tert-butyle), 0,08 (sé, 6H, Si-CHs).
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3’-0-tert-butyldiméthylsilylthymidine (17)

0
\fLNH
HO N/&O

(0)

TBDMS

Dans un ballon de 25 mL, on introduit 500 mg (1,064 mmol) de produit 16 dans 8 mL
de MeOH anhydre, 1,123 g (4,2 éq.) de PPTS. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et
sous atmosphere d’argon. La réaction est suivie par CCM (€luant C). Celle-ci est terminée au
bout de vingt heures, puis le mélange réactionnel est concentré sous pression réduite. Le
résidu est repris par 20 mL d’acétate d’éthyle et lavé trois fois avec 2 mL d’eau puis séché sur
MgSO,, filtré et évaporé. Le produit brut obtenu avec un rendement de 64 % (240 mg) est

utilisé tel quel par la suite. Le produit se présente sous la forme d’un solide blanc.

[a]p =+20,41 (c3,2; CHCL) ; Ts=95°C ; Re= 0,16 (éluant B)

RMN 'H, (CDCls, &) : thymine: 8,91 (s, 1H, N-H), 7,37 (q, 1H, J=0,9Hz, Hy), 1,91 (d, 3H,
J=0,9Hz, CH;-thymine) ; sucre: 6,14 (t, 1H, J=6,8Hz, H;-), 4,50 (dt, 1H, J=3,4Hz, J=6,8Hz,
Hs-). 3,92 (m, 1H, Hs), 3,92 (dd, 1H, J=2,4Hz, J=12,4Hz, Hs-,), 3,75 (dd, 1H, J=2,4Hz, J=12.4
Hz, Hsy), 2,35 (dt, 1H, J=6,8Hz, J=13,5Hz, Hy,), 2,22 (ddd, 1H, J=3,4Hz, J=6,8Hz,
J=13,5Hz, Hy»v), TBDMS: 0,89 (s, 9H, tert-butyle), 0,09 (s, 6H, Si-CH3).
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3’-0-tert-butyldiméthylsilyl-5’-0-allylthymidine (18)

Dans un ballon de 100 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 630 mg (1,769
mmol) de produit 17 dans 15 mL de THF anhydre, 177 mg (2,5 éq.) d’hydrure de sodium en
suspension a 60% dans une huile minérale. Nous observons un dégagement gazeux et au bout
de 20 minutes de sonication, 0,39 mL (2,5 €q.) de bromure d’allyle sont ajoutés. La réaction
est terminée au bout de 15 minutes de sonication. Le mélange réactionnel est versé dans 5 mL
d’une solution saturée de chlorure d’ammonium, puis est repris deux fois dans 60 mL de
chloroforme et lavé avec 5 mL d’eau puis séché sur MgSQOy, filtré et évaporé. Le produit brut
obtenu est purifi¢ par chromatographie sur colonne de gel de silice (18 x 3,5 cm ; gradient
d’¢luant : ¢éluant A a éluant E). 550 mg de produit pur est recueilli sous forme d’un solide

blanc avec un rendement de 78 %.

[a]p™ =+21,96 (c 1,6 ; CHCL) ; Ty=99°C ; R¢= 0,49 (éluant B)

RMN 'H, (CDCls, 8) : thymine: 8,46 (s, 1H, N-H), 7,65 (q, 1H, J=0,8Hz, Hy), 1,89 (d, 3H,
J=0,8Hz, CH;-thymine) ; sucre: 6,33 (t, 1H, J=6,5Hz, H;-), 4,45 (dt, 1H, J=2,5Hz, J=6,5Hz,
Hy). 3,98 (q, 1H, J=2,5Hz, Hy), 3,76 (dd, 1H, J=2,5Hz, J=10,7Hz, Hs,), 3,59 (dd, 1H,
J=2,5Hz, J=10,7Hz, Hsv), 2,25 (ddd, 1H, J=2,5Hz, J=6,5Hz, J=13,3Hz, Hy,), 2,12 (dt, 1H,
J=6,5Hz, J=13,3Hz, Hy), TBDMS: 0,89 (s, 9H, tert-butyle), 0,08 (s, 6H, Si-CH3), allyle: 5,92
(ddt, 1H, J=5,3Hz, J=10,3Hz, J=17,2Hz, Hp), 5,30 (dq, 1H, J=1,5Hz, J=17,2Hz, H,), 5,24 (dq,
1H, J=1,5Hz, J=10,3Hz, H,), 4,06 (m, 2H, H,).

RMN "°C, (CDCls, 8) : thymine : 163,69 (C-4), 150,24 (C-2), 136,03 (C-6), 110,68 (C-5),
12,56 (CHs-thymine) ; sucre : 86,47 (C-4°), 85,03 (C-17), 72,39 (C-5"), 72,03 (C-3"), 41,39
(C-27) ; allyle : 134,00 (C-B), 117,56 (C-y), 69,50 (C-a)) ; TBDMS : 25,72 (CHs-tert-butyle),
-4,87 (Si-CH3).
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1,4-bis-[5’-0-(3’-0-tert-butyldiméthylsilylthymidinyl)]-but-2-¢ne (19)

0 o N o
| TBDMSO ¢
L
0 o N o
TBDMSO

Par chauffage classique :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 92 mg (0,232 mmol)
du composé 18 dissous dans 4 mL de dichlorométhane anhydre. 37 mg (0,045 mmol, 39 %
molaire) de bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous
dans 2 mL de dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange
réactionnel. Le mélange est placé a 35°C sous agitation magnétique. La réaction est suivie par
CCM (¢éluant B). Au bout de 6 jours, la réaction n’évolue plus et le milieu réactionnel est
alors évaporé. Le résidu est purifié sur plaques de silice (éluant B), on obtient 43 mg (49 %)
de produit sous forme d’une mousse verte. On obtient un mélange des deux isomeres avec un

rapport E/Z = 5.

Par activation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphere d’argon, on introduit 162 mg (0,409 mmol)
de 18 dissous dans 6 mL de dichlorométhane anhydre. 57 mg (0,069 mmol, 34 % molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 2 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le
mélange est placé sous agitation magnétique et activé par irradiation micro-onde (P=80W,
T=38°C). La réaction est suivie par CCM (¢éluant B). Au bout de 5 heures, la réaction
n’évolue plus et le milieu réactionnel est alors évaporé. Le résidu est purifié sur plaques de
silice (¢luant B), on obtient 80 mg (51 %) de produit sous forme d’une mousse verte. On

obtient un mélange des deux isomeres avec un rapport E/Z = 5.
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R¢= 0,57 (¢luant B)

RMN 'H (CDCls, d) : Isomére E : thymine, 8,22 (s, 2H, N-H), 7,57 (q, 2H, J=1,0Hz, H6),
1,88 (d, 6H, J=1,0Hz, CHj3-thymine) ; sucre, 6,28 (t, 2H, J=6,4Hz, H1’), 4,42 (dt, 2H,
J=3,8Hz, J=6,4Hz, H3), 3,97 (m, 2H, H4’), 3,72 (dd, 2H, J=2,7Hz, J=10,6Hz, H5’a), 3,58
(dd, 2H, J=2,7Hz, J=10,6Hz, H5b), 2,26 (ddd, 2H, J=3,8Hz, J=6,4Hz, J=13,3Hz, H2’a), 2,12
(dt, 2H, J=6,4Hz, J=13,3Hz, H2’b) ; but-2-ene, 5,83 (t, 2H, J=2,5Hz, HP), 4,07 (m, 4H, Ha) ;
TBDMS, 0,89 (s, 18H, tert-butyle), 0,08 (s, 12H, Si-CHj3) ; Isomére Z : thymine, 8,22 (s, 2H,
N-H), 7,55 (q, 2H, J=0,9Hz, H6), 1,90 (d, 6H, J=0,9Hz, CH3-thymine) ; sucre, 6,29 (t, 2H,
J=6,2Hz, H1"), 4,42 (dt, 2H, J=3,8Hz, J=6,2Hz, H3’), 3,97 (m, 2H, H4’), 3,70 (dd, 2H,
J=2,6Hz, J=10,4Hz, H5’a), 3,59 (dd, 2H, J=2,6Hz, J=10,4Hz, H5’b), 2,26 (ddd, 2H, J=3,8Hz,
J=6,2Hz, J=13,3Hz, H2’a), 2,12 (dt, 2H, J=6,2Hz, J=13,3Hz, H2’b) ; but-2-éne, 5,76 (t, 2H,
J=3,8Hz, HP), 4,07 (m, 4H, Ha) ; TBDMS, 0,88 (s, 18H, tert-butyle), 0,07 (s, 12H, Si-CHs)
RMN C (CDCLs) : Isomére E ; thymine : 163,91 (C-4), 150,36 (C-2), 110,65 (C-5), 136,24
(C-6), 12,62 (CH3); sucre : 84,80 (C-1"), 87,35 (C-4’), 72,51 (C-37), 72,40 (C-5), 41,40 (C-
2’) ; but-2-éne : 134,96 (C-B), 79,13 (C-a) ; TBDMS : 25,72 (tert-butyle), -4,86 (CH3), -4,74
(CH3). Isomére Z ; thymine : 163,75 (C-4), 150,27 (C-2), 110,65 (C-5), 136,12 (C-6), 12,58
(CH3); sucre : 84,77 (C-17), 87,30 (C-4’), 72,45 (C-3°), 72,30 (C-5), 41,38 (C-2’), but-2-ene
: 133,12 (C-B), 74,87 (C-a) ; TBDMS : 25,74 (tert-butyle), -4,86 (CH3), -4,74 (CH3).
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1,4-bis-[5’-0-thymidinyl]-but-2-éne (20)

HO

Dans un ballon de 10 mL, on introduit 62 mg (0,081 mmol) du composé 19 dissous
dans 1 mL de THF anhydre. On ajoute 0,65 mL (2,7 équiv.) d’une solution de fluorure de
tétrabutylammonium 1 M dans le THF. Le mélange réactionnel est mis sous agitation pendant
2 heures 40 minutes a température ambiante. Apreés évaporation et purification sur plaques

préparatives (éluant M), on obtient 34 mg (79 %) de produit sous forme d’une mousse

blanche.

R¢= 0,46 (¢luant N)

RMN 'H (CD;OD, &) : thymine: 7,75 (d, 2H, J=1,0Hz, Hy), 1,85 (d, 6H, J=1,0Hz, CHs-
thymine) ; sucre: 6,28 (t, 2H, J=6,8Hz, H;"), 4,40 (dt, 2H, J=2,9Hz, J=5,8Hz, Hs’), 4,01 (q,
2H, J=2,9Hz, Hy4), 3,73 (dd, 2H, J=2,9Hz, J=10,7Hz, Hs-,), 3,64 (dd, 2H, J=2,9Hz, J=10,7Hz,
Hsw), 2,25 (ddd, 2H, J=2,9Hz, J= 6,8Hz, J=13,4Hz, H,",), 2,17 (ddd, 2H, J= 5,8Hz, J=6,8Hz,
J=13,4Hz, Hy,) ; but-2-éne : 5,88 (m, 2H, Hg), 4,09 (m, 4H, H,,).
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3-N-benzoyl-3’-0-allyl-5’-0-tert-butyldiméthylsilylthymidine (22)
0]
| NBz

TBDMSO o N 7O

)

Dans un ballon de 100 mL, on introduit 2,307 g (5,826 mmol) du composé 2 qui sont
dissous dans 40 mL de dichlorométhane anhydre. On ajoute 0,9 mL (1,1 éq.) de triéthylamine
et 0,74 mL (1,1 éq.) de chlorure de benzoyle. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et
atmosphere inerte. La réaction est suivie par CCM (éluant F) et est arrétée apres 8 heures
d’agitation. Le mélange réactionnel est alors évaporé et azéotropé une fois avec du toluéne.
Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (26 cm x 4,5 cm ; gradient d’éluant

CHCI3/ éther de pétrole, 80/20 a 95/5). On récupere le produit attendu pur avec un rendement
de 97 % (2,815 g).

R¢= 0,85 (¢luant B)

RMN 'H, (CDCls, 0) : thymine: 7,63 (sé, 1H, He¢ ), 1,96 (d, 3H, J=0,6Hz, CH;-thymine) ;
sucre: 6,29 (dd, 1H, J=5,6Hz, J=8,2Hz, H-), 4,14 (m, 2H, Hs- H4 ), 3,94 (dd, 1H, J=1,7Hz,
J=11,5Hz, Hs-,), 3,80 (dd, 1H, J=1,7Hz, J=11,5Hz, Hs,), 2,47 (ddd, 1H, J=5,6Hz, J=1,2Hz ,
J=13,5Hz, Hy+,), 2,00 (ddd, 1H, J=6,0Hz, J=8,2Hz , J=13,5Hz, Hy',), TBDMS: 0,95 (s, 9H,
tert-butyle), 0,13 (s, 6H, CH3), allyle: 5,88 (ddt, 1H, J=5,3Hz, J=10,4Hz , J=17,1Hz, Hp), 5,28
(dq, 1H, J=1,5Hz, J=17,1Hz, H,), 5,20 (dd, 1H, J=1,5Hz, J=10,4Hz, H,), 4,04 (ddt, 1H,
J=1,2Hz, J=5,3Hz, J=12,7Hz, H,), 3,95 (ddt, 1H, J=1,2Hz, J=5,3Hz, J=12,7Hz, Hy’), benzoyle
2 7,94-761 (m, 5H, H-arom).

102



1-[5°-0-(3’-0-tert-butyldiméthylthymidinyl)]-4-[3’-0-(5’-0-tert-butyldiméthyl-
N-3-benzoylthymidinyl)]but-2-¢ne (23)

TBDMSO N° 7O

TBDMS

Par chauffage classique :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphéere d’argon, on introduit 111 mg (0,28 mmol)
du composé¢ 18 et 113 mg (0.226 mmol) du composé¢ 22 dissous dans 6 mL de
dichlorométhane  anhydre. 35 mg (0,043 mmol, 19 % molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 2 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le
mélange est placé a 35°C sous agitation magnétique. La réaction est suivie par CCM (¢luant
B, montée deux fois). Au bout de 24 heures, la réaction n’évolue plus et le milieu réactionnel
est alors évaporé. Le résidu est purifié sur plaques de silice (éluant B), on obtient 53 mg (27
%) de produit sous forme d’une huile verdatre. On obtient un mélange de deux isomeéres avec

un rapport £/Z de 10.

R¢=0,41 (¢luant B)

RMN 'H (CDCls, d) : Isomére E : thymine 1, 7,48 (sé, 1H, H6), 1,96 (sé, 3H, CH;-thymine 1)
; sucre 1, 6,27 (dd, 1H, J=5,4Hz, J=8,5Hz, H1’), 4,12 (m 1H, H4’), 4,09 (m, 1H, H3’), 3,93
(dd, 1H, J=2,7Hz, J=11,3Hz, H5’a), 3,79 (dd, 1H, J=2,7Hz, J=11,3Hz, H5’b), 2,46 (ddd, 1H,
J=1,4Hz, J=5,4Hz, J=13,4Hz, H2’a), 2,00 (ddd, 1H, J=8,5Hz, J=13,4Hz, J=5,4Hz, H2’D) ;
thymine 2, 8,10 (sé,1H, N-H), 7,61 (sé, 1H, H6), 1,87 (d, 3H, J=0,7Hz, CHs-thymine 2) ;
sucre 2, 6,33 (t, 1H, J=6,5Hz, H1"), 4,43 (dt, 1H, J=3,6Hz, J=6,5Hz, H3"), 3,96 (m, 1H, H4"),
3,71 (dd, 1H, J=2,7Hz, J=10,4Hz, H5’a), 3,57 (dd, 1H, J=2,7Hz, J=10,4Hz, H5’b), 2,24 (m,
1H, H2’a), 2,11 (dt, 1H, J=6,5Hz, J=13,2Hz, H2’b) ; but-2-ene, 5,79 (m, 2H, HP), 4,05 (m,
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2H, Ha) ; 3,99 (m, 2H, Ha’) ; 5°-0-TBDMS, 0,94 (s, 9H, tert-butyle), 0,14 (s, 6H, Si-CHs) ;
3’-0-TBDMS, 0,88 (s, 9H, tert-butyle), 0,07 (s, 6H, Si-CHs) ; benzoyle : 7,93-7,61 (m, 5H, H-
arom).

RMN "°C (CDCLs) : Isomére E ; thymine 1 : 163,46 (C-4), 150,11 (C-2), 110,91 (C-5), 135,34
(C-6), 12,62 (CH3) ; sucre 1 : 86,40 (C-17), 87,86 (C-4’), 79,78 (C-3°), 63,72 (C-5’), 37,89
(C-2’) ; thymine 2 : 162,83 (C-4), 149,28 (C-2), 110,51 (C-5), 136,09 (C-6), 12,56 (CH3) ;
sucre 2 : 85,05 (C-17), 85,39 (C-4°), 72,40 (C-3°), 72,40 (C-5°), 41,37 (C-2’) ; but-2-éne :
134,00 et 131,69 (C-B), 69,50 (C-a 1), 79,78 (C-a 2) ; benzoyles : 168,98 (C=0), 136,05 et
129,14 (C-arom) ; TBDMS 1 : 25,94 (tert-butyle), -4,95 (CH3), -4,67 (CHs) ; TBDMS 2 :
25,71 (tert-butyle), -5,43 (CH3), -5,30 (CHj3).

L’intensité trop faible de la plupart des signaux de 1’somére Z ne nous a pas permis

d’identifier précisemment cet isomere.

1,4-bis-[3’-0-(5’-0-tert-butyldiméthyl-N-3-benzoylsilylthymidinyl)]-but-2-¢ne
24)
(produit secondaire)

(0]

A8 lﬂ
0 he

TBDMSO o N O TBDMSO

R¢=0,44 (¢éluant F)

RMN 'H (CDCls, d) (E/Z=10) : Isomére E : thymine: 7,61 (q, 2H, J=0,9Hz, H), 1,95 (d, 6H,
J=0,9Hz, CH;-thymine) ; sucre : 6,27 (dd, 2H, J=5,6Hz, J=8,4Hz, H,), 4,12 (m, 2H, Hj),
4,09 (m, 2H, Hs), 3,92 (dd, 2H, J=2,4Hz, J=11,4Hz, Hs",), 3,79 (dd, 2H, J=2,4Hz, J=11,4Hz,
Hsy), 2,45 (ddd, 2H, J=1,3Hz, J=5,6Hz, J=13,6Hz, Hy-,), 1,99 (ddd, 2H, J=5,6Hz, J=8,4Hz,
J=13,6Hz, Hy); but-2-eéne : 5,78 (t, 2H, J=2,7Hz, Hg), 3,97 (m, 4H, H,); benzoyles : 7,92-
7,48 (m, SH, Harom) ; TBDMS : 0,93 (s, 18H, fert-butyle), 0,13 (s, 12H, Si-CH3).

L’intensité trop faible de la plupart des signaux de 1’isomeére Z ne nous a pas permis

d’identifier précisemment cet isomere.
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1-[N-3-(3’,5’-di-0-acétylthymidinyl)]-4-[3’-0-(5’-0O-tert-
butyldiméthylthymidinyl)]but-2-éne (25)

Par chauffage classique :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 114 mg (0,311 mmol)
du composé 9 et 128 mg (0.323 mmol) du composé 2 dissous dans 6 mL de dichlorométhane
anhydre. 62 mg (0,075 mmol, 24 9% molaire) de bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-
ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 4 mL de dichlorométhane anhydre, et sont
ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le mélange est placé a 35°C sous agitation
magnétique. La réaction est suivie par CCM (éluant B). Au bout de 5 jours, la réaction
n’évolue plus et le milieu réactionnel est alors évaporé. Le résidu est purifié sur plaques de
silice (éluant B), on obtient 136 mg (60 %) de produit sous forme d’une mousse blanche. La
proportion des isomeéres E et Z est déterminée par RMN et est de 8.

Par activation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 84 mg (0,229 mmol)
du composé 9 et 216 mg (0.545 mmol, 2,4 éq.) du composé 2 dissous dans 6 mL de
dichlorométhane  anhydre. 45 mg (0,055 mmol, 24 %  molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 4 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le
mélange est placé sous agitation magnétique et activé par irradiation micro-onde (P=80W,
T=38°C). La réaction est suiviec par CCM (¢luant B). Au bout de 5 heures, la réaction
n’évolue plus et le milieu réactionnel est alors évaporé. Le résidu est purifié sur plaques de
silice (¢luant B), on obtient 120 mg (71 %) de produit sous forme d’une mousse blanche.

R¢= 0,25 (¢luant B)
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RMN 'H (CDCls, 8) : Isomére E : thymine 1, 8,15 (s, 1H, N-H), 7,48 (q, 1H, J=1,0Hz, H6),
1,91 (d, 3H, J=1,0Hz, CH3-thymine 1) ; sucre 1, 6,25 (dd, 1H, J=5,6Hz, J=8,4Hz, H1"), 4,07
(m, 2H, H3’et H4’), 3,88 (dd, 1H, J=2,6Hz, J=11,4Hz, H5’a), 3,76 (dd, 1H, J=2,6Hz,
J=11,4Hz, H5’b), 2,39 (ddd, 1H, J=2,6Hz, J=5,6Hz, J=13,4Hz, H2’a), 1,93 (ddd, 1H,
J=8,4Hz, J=13,4Hz, J=2,6Hz, H2’b) ; thymine 2, 7,26 (q, 1H, J=0,9Hz, H6), 1,95 (d, 3H,
J=0,9Hz, CHs-thymine 2) ; sucre 2, 6,35 (dd, 1H, J=5,6Hz, J=8,4Hz, H1’), 5,22 (dt, 1H,
J=2,1Hz, J=6,3Hz, H3"), 4,25 (m, 1H, H4’), 4,37 (dd, 1H, J=4,2Hz, J=12,2Hz, H5’a), 4,34
(dd, 1H, J=3,5Hz, J=12,2Hz, H5’b), 2,48 (ddd, 1H, J=2,1Hz, J=5,6Hz, J=14,2Hz, H2’a), 2,17
(ddd, 1H, J=8,4Hz, J=14,2Hz, J=6,3Hz, H2’b) ; but-2-¢ne, 5,81 (m, 2H, HPB), 4,00 (m, 2H,
Ha) ; 3,92 (m, 2H, Ha’) ; TBDMS, 0,92 (s, 9H, tert-butyle), 0,10 (s, 6H, Si-CH3) ; acétyles :
2,13 (s, 3H, CHa), 2,11 (s, 3H, CHa). Isomére Z : thymine 1, 8,43 (s, 1H, N-H), 7,52 (q, 1H,
J=1,1Hz, H6), 1,92 (d, 3H, J=1,1Hz, CHs-thymine 1) ; sucre 1, 6,28 (dd, 1H, J=5,6Hz,
J=7,8Hz, H1’), 4,15-4,09 (m, 2H, H3’et H4"), 3,92 (dd, 1H, J=2,4Hz, J=11,4Hz, H5’a), 3,81
(dd, 1H, J=2,4Hz, J=11,4Hz, H5°Db), 2,48 (ddd, 1H, J=1,9Hz, J=5,6Hz, J=14,2Hz, H2’a), 2,16
(ddd, 1H, J=7,8Hz, J=14,2Hz, J=6Hz, H2’b) ; thymine 2, 7,46 (q, 1H, J=1,0Hz, H6), 1,94 (d,
3H, J=1,0Hz, CHs-thymine 2) ; sucre 2, 6,32 (dd, 1H, J=5,6Hz, J=7,8Hz, H1’), 5,19 (dt, 1H,
J=2,3Hz, J=6,7Hz, H3’), 4,25 (m, 1H, H4"), 4,35 (dd, 1H, J=4,1Hz, J=12,2Hz, H5’a), 4,24
(dd, 1H, J=3,2Hz, J=12,2Hz, H5’Db), 2,48 (ddd, 1H, J=2,3Hz, J=5,6Hz, J=14,2Hz, H2’a), 2,16
(ddd, 1H, J=7,8Hz, J=14,2Hz, J=6,7Hz, H2’b) ; but-2-éne, 5,63 (m, 2H, HP), 4,59 (m, 2H, Ha
2) ; 4,05 (m, 1H, Hal), 3,95 (m, 1H, Ha’l) ; TBDMS, 0,92 (s, 9H, tert-butyle), 0,12 (s, 6H,
Si-CHs) ; acétyles : 2,13 (s, 3H, CH3), 2,10 (s, 3H, CH3).

RMN "C (CDCLy) : Isomére E ; thymine 1 : 163,54 (C-4), 150,56 (C-2), 110,76 (C-5), 135,42
(C-6), 13,41 (CH3) ; sucre 1 : 85,04 (C-17), 85,15 (C-4"), 79,32 (C-3°), 63,63 (C-5"), 37,93
(C-2’) ; thymine 2 : 162,81 (C-4), 150,07 (C-2), 110,76 (C-5), 132,69 (C-6), 12,51 (CH3) ;
sucre 2 : 85,45 (C-17), 82,03 (C-4’), 74,09 (C-3°), 63,85 (C-5"), 37,63 (C-2’) ; but-2-éne :
130,29 et 126,28 (C-B), 69,07 (C-a 1), 42,3 (C-a.2) ; acétyles : 170,38 et 170,19 (C=0), 20,89
et 20,83 (CH3) ; TBDMS : 25,93 (tert-butyle), -5,46 (CHs), -5,35 (CHs). Isomére Z : thymine
1:163,54 (C-4), 150,30 (C-2), 110,80 (C-5), 135,40 (C-6), 13,33 (CHs) ; sucre 1 : 85,04 (C-
17), 85,14 (C-4"), 79,40 (C-3°), 63,66 (C-5’), 37,93 (C-2’) ; thymine 2 : 162,90 (C-4), 150,17
(C-2), 110,76 (C-5), 132,70 (C-6), 12,54 (CHj3) ; sucre 2 : 85,45 (C-17), 82,04 (C-4’), 74,10
(C-3"), 63,85 (C-5°), 37,63 (C-2’) ; but-2-ene : 129,25 et 126,12 (C-B), 65,05 (C-a 1), 38,60
(C-a 2); acetyles : 170,38 et 170,20 (C=0), 20,89 et 20,83 (CH3) ; TBDMS : 25,93 (tert-
butyle), -5,45 (CH3), -5,35 (CH3).
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1-[N-3-(3,5’-di-0-acétylthymidinyl)]-4-[3°-0-(5’-0-tert-butyldiméthyl-N-3-
allylthymidinyl)]but-2-¢ne (26)

TBDMSO o N (§)
(0]
N
| 2 /J\
AcO ON (§)
OAc

Par activation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 227 mg (0,366 mmol) du composé 25 qui sont
dissous dans 8 mL de DMF anhydre. 179 mg (5 éq.) de carbonate de potassium et 0,038 mL
de bromure d’allyle (1,2 €éq.) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et
activé par irradiation micro-onde (P=100 W, T=40°C). La réaction est suivie par CCM (¢luant
G). La réaction est terminée au bout de 4 minutes et filtrée sur fritté, avant d’étre évaporée. Le
produit brut obtenu est purifié par chromatographie sur couche mince préparative (éluant G).
94 mg de produit pur est recueilli sous forme d’une huile avec un rendement de 39 %. Le

rapport E/Z étant de 8.

R¢= 0,47 (¢luant B)

RMN 'H (CDCls, 8): Isomére E : thymine 1, 7,45 (q, 1H, J=0,9Hz, H6), 1,95 (d, 3H,
J=0,9Hz, CHs-thymine 1) ; sucre 1, 6,25 (t, 1H, J=6,8Hz, H1’), 4,25 (m, 1H, H4’), 4,20 (q,
1H, J=2,9Hz, H3’), 3,81 (dd, 1H, J=2,9Hz, J=11,8Hz, H5’a), 3,69 (dd, 1H, J=2,9Hz,
J=11,8Hz, H5’b), 2,45 (ddd, 1H, J=2,9Hz, J=6,8Hz, J=14,0Hz, H2’a), 2,01 (m, 1H, H2’Db) ;
thymine 2, 7,24 (q, 1H, J=1,0Hz, H6), 1,94 (d, 3H, J=1,0Hz, CHs-thymine 2) ; sucre 2, 6,35
(dd, 1H, J=5,7Hz, J=8,3Hz, H1’), 5,21 (dt, 1H, J=3,3Hz, J=6,6Hz, H3’), 4,36 (q, 1H,

107



J=3,3Hz, H4’), 4,37 (dd, 1H, J=3,3Hz, J=12,1Hz, H5’a), 4,34 (m, 1H, H5’b), 2,48 (ddd, 1H,
J=3,3Hz, J=5,7Hz, J=14,4Hz, H2’a), 2,17 (ddd, 1H, J=8,3Hz, J=14,4Hz, J=6,6Hz, H2’Db) ;
but-2ene, 5,78 (m, 2H, HP), 4,02 (m, 2H, Hal) ; 3,94 (m, 2H, Ho2) ; allyle : 5,86 (ddt, 1H,
J=5,6Hz, J=10,2Hz, J=17,3Hz, HP), 5,25 (dq, 1H, J=1,3Hz, J=17,3Hz, Hy), 5,18 (dq, 1H, J=
1,3Hz, J=10,2Hz, Hy’), 4,54 (m,2H, Ha) ; TBDMS, 0,91 (s, 9H, tert-butyle), 0,11 (s, 12H, Si-
CHs) ; acétyles : 2,13 (s, 3H, CH3), 2,11 (s, 3H, CHj3).

L’intensité trop faible de la plupart des signaux de 1’isomeére Z ne nous a pas permis

d’identifier précisemment cet isomere.
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Trimére (27)

f NH
TBDMSO ON’J\O
1
0
2a
| zjl
TBDMSO— N~ ~O
2b
0
3
| 3/1];
AcO o N (§)
OAc

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 104 mg (0,156 mmol)
du composé 26 et 62 mg (0.156 mmol) du composé 2 dissous dans 7 mL de dichlorométhane
anhydre. 57 mg (0,07 mmol, 43 % molaire) de bis(tricyclohexylphosphine)-dichloro-
ruthénium (IV) benzylidéne sont dissous dans 3 mL de dichlorométhane anhydre, et sont
ajoutés progressivement au mélange réactionnel. Le mélange est placé a 35°C sous agitation
magnétique. La réaction est suivie par CCM (éluant B). Au bout de 4 jours, la réaction
n’évolue plus et le mélange est alors évaporé. Le résidu est purifié sur plaques de silice

(éluant B), on obtient 65 mg (40 %) du produit 27 sous forme d’une huile verdatre.
R¢= 0,25 (éluant B)

RMN 'H (CDCL, 8) : thymine 1, 8,06 (s¢, 1H, NH), 7,38 (q, 1H, J=0,8Hz, H6), 1,91 (d, 3H,
J=0,9Hz, CHs-thymine 1) ; sucre 1, 6,07 (t, 1H, J=6,7Hz, H1’), 4,07 (m, 2H, H4> et H3"),
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3,90 (m, 1H, H5’a), 3,71 (m, 1H, H5’b), 2,32 (m, 1H, H2’a), 1,93 (m, 1H, H2’b) ; thymine 2,
7,28 (s¢, 1H, H6), 1,95 (sé, 3H, CHs-thymine 2) ; sucre 2, 6,32 (dd, 1H, J=5,5Hz, J=8,5Hz,
H1’), 4,19 (m, 1H, H3’), 4,25 (m, 1H, H4’), 3,90 (m, 1H, H5’a), 3,71 (m, 1H, H5’b), 2,42 (m,
1H, H2’a), 2,32 (m, 1H, H2’b); thymine 3, 7,28 (sé, 1H, H6), 1,95 (s¢, 3H, CH3-thymine 3) ;
sucre 3, 6,34 (dd, 1H, J=5,7Hz, J=8,3Hz, H1"), 5,22 (dt, 1H, J=2,5Hz, J=6,6Hz, H3"), 4,37 (q,
1H, J=2,5Hz, H4’), 4,38 (dd, 1H, J=2,5Hz, J=12,1Hz, H5’a), 4,34 (m, 1H, H5’b), 2,48 (ddd,
1H, J=2,5Hz, J=5,7Hz, J=14,4Hz, H2’a), 2,32 (m, 1H, H2’b) ; but-2-éne, 5,77 (m, 4H, HP),
4,54 (m, 4H, 2Hal et 2Ho2b), 4,02 (m, 2H, Ha3), 3,90 (m, 2H, Ho2a) ; TBDMS, 0,92 (s,
18H, tert-butyle), 0,11 (s, 6H, Si-CH3), 0,10 (s, 6H, Si-CHs) ; acétyles : 2,13 (s, 3H, CH3),
2,11 (s, 3H, CHs).
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Trimere (29)

|1/J\

HO N

OH

Desilylation :

Dans un ballon de 25 mL, sous atmosphére d’argon, on introduit 43 mg (0,042 mmol)
de 27 dissous dans 2 mL de THF anhydre. On ajoute 50 pL (4,02 éq.) d’une solution de
fluorure de tétrabutylammonium 1 M dans le THF. Le mélange réactionnel est mis sous
agitation pendant 3 heures 30 minutes a température ambiante. Aprés évaporation et
purification sur plaques préparatives (¢luant C), on obtient 22 mg (58 %) du produit attendu.
Désacétylation :

Dans un ballon de 10 mL, on introduit 22 mg (0,024 mmol) du produit 28 dissous dans
2 mL de méthanol anhydre. On ajoute 0,2 mL d’une solution méthylate de sodium a 0,5 M
dans le méthanol. La réaction est placée a température ambiante sous agitation magnétique et
suivie par CCM (¢éluant K). Apres 1 heure 30 minutes de réaction, le milieu est neutralisé par
ajouts successifs de résine H', filtré, rincé au méthanol et évaporé. Le brut réactionnel est
purifié¢ sur plaques préparatives (€¢luant N). 11 mg de produit pur est recueilli sous forme

d’une huile avec un rendement de 56 %.
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R¢= 0,45 (¢luant B)

RMN 'H (CD;OD, ) : thymine I, 7,75 (q, 1H, J=0,8Hz, H6), 1,87 (d, 3H, J=0,8Hz, CH3-
thymine 1) ; sucre 1, 6,19 (dd, 1H, J=6,0Hz, J=7,7Hz, H1"), 4,58 (m, 1H, H3"), 4,14 (m, 1H,
H4%), 3,80-3,70 (m, 2H, H5), 2,34 (ddd, 1H, J=2,5Hz, J=7,7Hz, J=13Hz, H2’a), 2,20 (m, 1H,
H2’b) ; thymine 2, 7,85 (q, 1H, J=0,9Hz, H6), 1,90 (sé, 3H, CH3-thymine 2) ; sucre 2, 6,30 (t,
1H, J=6,7Hz, H1"), 4,58 (m, 1H, H3’), 4,14 (m, 1H, H4"), 3,80-3,70 (m, 2H, H5’), 2,29 (ddd,
1H, J=3Hz, J=6,7Hz, J=13Hz, H2’a), 2,24 (ddd, 1H, J=2,4Hz, J=6,7Hz, J=13Hz, H2’b);
thymine 3, 7,80 (q, 1H, J=0,8Hz, H6), 1,90 (sé¢, 3H, CHs-thymine 3) ; sucre 3, 6,22 (dd, 1H,
J=6,0Hz, J=7,5Hz, H1"), 4,39 (m, 1H, H3’), 3,90 (m, 1H, H4"), 3,80-3,70 (m, 2H, H5"), 2,15
(m, 2H, H2’) ; but-2-éne, 5,75 (m, 4H, HP), 4,52 (m, 4H, 2Ha2a et 2Ha3), 4,00 (m, 4H, 2Hal
et 2Ha2b).

Spectroscopie de masse (ionisation chimique) : MH+ : m/z = 1143, MNa+ : m/z= 1165
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Prolongeant notre intérét pour les dérivés de la thymine, nous nous sommes
proposés dans une seconde phase de ces travaux d’utiliser ce synthon pour I’élaboration

d’agents alkylants originaux qui constituent une thérapie antitumorale importante.
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ETAT DE LA QUESTION - OBJET DU TRAVAIL

I. INTRODUCTION

Le cancer, par I’'importance du nombre de personnes qu’il atteint, constitue un
probléme majeur de santé publique. Il est I’'une des premieres causes de mortalité dans les
pays développés. Les traitements anticancéreux incluent, suivant le type et le degré
d’évolution du cancer, la chirurgie, I’irradiation et la chimiothérapie. Cette derni¢re garde une
place de choix car elle a pour objectif de détruire les cellules cancéreuses et d’éviter les
rechutes locales et métastases.

Les traitements par chimiothérapie consistent a injecter, le plus souvent par voie
intraveineuse, des agents anticancéreux. Ceux-ci tuent les cellules cancéreuses en agissant sur
I’ADN, sur I’ARN ou sur les protéines des cellules, pour bloquer certaines étapes de la
division cellulaire.

Dans ce chapitre, nous nous proposons de présenter les différents agents anticancéreux
disponibles aujourd’hui. Nous nous intéresserons de plus prés aux agents alkylants et, plus

précisément a la bis-(B-chloroéthyl)méthylamine ou chlorméthine (schéma 1.1).
Cl
H3;C—N|
Cl

Schéma 1.1 : bis-(B-chloroéthyl)méthylamine ou “ Moutarde a 1’azote ” ou chlorméthine.

I.1. Qu’est ce que le cancer ?

Le cancer correspond a la multiplication anarchique de certaines cellules normales de
I’organisme, qui échappent aux mécanismes normaux de différenciation et de régulation de
leur multiplication. En outre, ces cellules sont capables d’envahir le tissu normal avoisinant,

en le détruisant, puis de migrer a distance pour former des métastases.
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Chaque type de cancer a probablement des facteurs déclenchant, de promotion et de
progression différents. Cependant, on peut décrire un schéma général de 1’histoire naturelle

d’un cancer :

lInitiation| |Promotion| [Progression|

Chimie

« 3@—@-8—5
Uims
Lésion du Activation des oncogénes
DNA Inactivation des suppresseurs

Schéma 1.2 : Schéma général des premicres étapes de la cancérisation.

On peut distinguer schématiquement, trois étapes (schéma 1.2) :

e L’initiation : correspond a une lésion rapide et irréversible de ’ADN apres exposition a
un carcinogene (physique, chimique, viral, etc...).

e La promotion : correspond a une exposition prolongée, répétée ou continue, a une
substance qui entretient et stabilise la Iésion initiée.

e La progression: correspond a [’acquisition des propriétés de multiplication non
contrdlée, I’acquisition de 1’indépendance, la perte de la différenciation, 1’invasion locale et

métastatique.

I.2. La chimiothérapie et les agents anticancéreux

Rappelons que la chimiothérapie fait appel a des substances chimiques qui empéchent
les cellules tumorales de se diviser. Il n’existe pas de classification consensuelle pour ces
substances anticancéreuses car elles ont plusieurs modes d’action. Cependant ces

médicaments peuvent étre classés en trois catégories.
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[.2.1. Les antimétabolites

Les antimétabolites sont des composés qui se substituent au métabolite naturel du fait
de leur analogie structurale. Ils inhibent la synthése des acides nucléiques, premiére étape
nécessaire a toute multiplication cellulaire. Parmi ces composés, nous pouvons citer les
antagonistes de 1’acide folique (méthotrexate) et les analogues des nucléosides naturels (la 2’-

désoxy-5-fluorouridine (5-FU), la cytarabine et la cladribine) (schéma 1.3).

o NH, NH,
F I
| iﬂ | N <N‘ SN
4
o N © o N © o N N)\Cl
HQ
OH OH OH
5-FU Cytarabine Cladribine
H,N__N_ N
- N O
11/\ | L&@—( CO,H
N N{
OH (CH),CO,H
Méthotrexate

Schéma 1.3 : exemples d’antimétabolites.

1.2.2. Les agents agissant sur les fonctions cellulaires

Les agents agissant sur les fonctions cellulaires sont des composés qui bloquent la
division cellulaire au moment ou les cellules commencent a se diviser, et ont pour cible la
tubuline. Cette protéine se polymérise en fibres tubulaires microscopiques appelées
microtubules. Ces derniers sont les principaux constituants du fuseau mitotique, qui
contribuent a la séparation des chromosomes, lors de la mitose (d’ou leur nom d’agents
antimitotiques).

Les agents antimitotiques peuvent étre classés en deux catégories : les agents inhibant
la polymérisation de la tubuline en microtubules (colchicine et vinblastine) et les agents

stabilisant les microtubules (paclitaxel et docétaxel) (schéma 1.4).
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Colchicine Vinblastine

REN o
: | ‘
z OH‘
OH
Paclitaxel R; = CcHsCO R, = COCH;
Docétaxel R, =(CH;);0CO R,=H

Schéma 1.4 : Les agents antimitotiques.

1.2.3. les agents agissant principalement au niveau de ’ADN

Les agents agissant principalement au niveau de I’ADN peuvent étre classés selon leur
mode d'action, en alkylants, intercalants, inhibiteurs des topoisomérases I et II. Ils agissent sur

la duplication ou la transcription de ' ADN ou encore cassent celui-ci (scindants).

1.2.3.1. Les inhibiteurs de la topoisomérase I et IT''

Les topoisomérases I et II sont des enzymes indispensables pour la réplication de
I’ADN. La topoisomérase I permet le clivage d’un brin d’ADN au niveau de la liaison
phosphodiester, puis assure sa religation. L’inhibition de cette enzyme empéche la
reconstitution du brin d’ADN apres clivage. La coupure ainsi maintenue de I’ADN interrompt
le cycle de la division cellulaire et conduit a sa mort. Un exemple de ces inhibiteurs est
I’irinocétan (schéma 1.5). Ces produits sont relativement nouveaux, assez toxiques et leur

place réelle dans la panoplie thérapeutique n’est pas encore parfaitement définie.

77 Kirkiachiarian, S. Guidede la Chimie Thérapeutique, Ellipse : Paris, 1996, p 519-550.
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Irinocétan

Schéma 1.5 : Exemple d’inhibiteur de la topoisomérase 1.

1.2.3.2. Les agents intercalants

Ce sont des produits polycycliques plans, qui inhibent la réplication de 'ADN en
s'intercalant entre deux paires de bases de la double hélice d’ADN : ils provoquent ainsi des
modifications de structure inhibant la transcription et la réplication de 'ADN. Il existe deux
types d’agents intercalants : les composés tricycliques comme ’amsacrine et les composés

tétracycliques comme les antracyclines et Iellipticine’ ( schéma 1.6).

MeOQ/NHSOZCH3
HN

CH,

Swe @
N =
H CH;

R"
NH,

Amsacrine Antracycline: structure générale Ellipticine

Schéma 1.6 : Exemple d’agents intercalants.

1.2.3.3. Les agents alkylants

On appelle alcoylant ou alkylant un composé capable d’introduire une ou plusieurs
chaines alkyles dans une molécule. Ce sont les substances les mieux connues et les plus
anciennement utilisées. Capables de se fixer a de nombreux substrats nucléophiles

(groupements phosphates, hydroxyles, carboxyles, amines, sulfures, etc...); ils possédent

" Liu, L. F.; Row, T. C.; Yang, L.; J. Biol. Chem., 1984, 259, 9182.
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habituellement deux fonctions alkylantes (ils sont bifonctionnels). Ces deux groupements
réactifs se fixent sur I'ADN et forment des ponts intracaténaires entre deux guanines
adjacentes sur le méme brin d’ADN. Ces ponts peuvent aussi étre intercaténaires, entre deux
guanines situées presque face a face sur deux brins opposés de I’ADN, bloquant ainsi la
réplication de I'ADN.

Les agents alkylants provoquent aussi des cassures dans la chaine d'ADN et des
pontages ADN-protéines. Les agents alkylants les plus utilisés sont les nitroso-urées, les sels

de platine et les dérivés de la “moutarde a I’azote” qui font I’objet de ce travail.

1.2.3.3.1. Les nitroso-urées

Composés alkylants bifonctionnels, les nitroso-urées se caractérisent par une réactivité
chimique trés importante, entrainant en milieu aqueux neutre une décomposition rapide en un
groupe chloroéthyle a fonction alkylante et un isocyanate, agissant par carbamoylation des
protéines. On distingue trois familles de nitrosourées : les chloroéthyl-nitrosourées, les
nitrosourées ayant un radical glucidique et les nitrosourées vectorisées, comme la
fotémustine. Parmi les chloroéthyl-nitrosourées (schéma 1.7), les plus utilisées sont la

carmustine et la fotémustine.

C2H50\ (‘:H3 O N=O l‘V:O
CZHSO/(‘IL*CH*NH*C*N*CHZCHZCI ClCHszHz—N*E*NH*CHZ*CHZCI

Fotémustine Carmustine

Schéma 1.7 : Exemple de nitroso-urées.

1.2.3.3.2. Les sels de platine

Le cisplatinium ou cisplatine (schéma 1.8), utilisable uniquement par voie veineuse,
est I'agent majeur de la chimiothérapie des tumeurs solides. Il a une action homologue a celle
des moutardes azotées, en induisant des liaisons inter- et intracaténaires dans I'ADN et des
ponts ADN-protéines. Il possede également une action intercalante et inhibe la réparation de

I'"ADN.
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H;N_  CI
pt”

4\
H;N Cl
Cisplatine

Schéma 1.8 : Exemple de sels de platine.

En dépit des progres réalisés, le cancer reste un probléme de santé majeur, aussi
1I’¢laboration de nouveaux médicaments, plus sélectifs et moins toxiques, demeure donc une
priorité. Un grand nombre de ces médicaments est issu de produits naturels et agit au cours
des différentes phases de la réplication cellulaire, par exemple sur le patrimoine génétique

(ADN, ARN) et/ou ses enzymes associées.

1.2.3.3.3. Les dérivés de la moutarde a ’azote

La structure des dérivés de la moutarde a 1’azote est assez commune et peut étre

schématisée comme ci-dessous.

CH,-CH,-Cl

<5

C Hz'C Hz'c 1

Au cours de ce travail nous nous sommes plus particulierement intéressés a ce type
d’anticancereux. Nos efforts se sont orientés vers 1’élaboration d’agents alkylants, analogues

de la chlorméthine.
I.3. Généralités sur la chlorméthine

Le premier agent anticancéreux a ¢été découvert accidentellement, du fait des
propriétés leucopéniantes d’un gaz de combat : le gaz moutarde (schéma 1.9) échappé d’un

navire américain en 1942, lors du bombardement de Bari.

Cl

/_/

S
“ R\

Cl

Schéma 1.9 : Sulfure de bis(chloroéthyl)amine ou “gaz moutarde” ou ypérite.
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L’ypérite est d’une part, trop toxique par ses propriétés vésicantes et, d’autre part, trés
peu soluble dans 1’eau. On a alors essayé d’améliorer la molécule en remplacant le soufre par

de I’azote méthylé pour obtenir la chlorméthine (schéma 1.10).

Cl
H3C_N|
a

Schéma 1.10 : Chlorméthine.

Ce produit constitue le représentant de base de la famille des agents alkylants. La
chlorméthine ou “Moutarde a I’azote” est un médicament utilisé dans le traitement de
différentes formes de cancers (cancer des poumons, des ovaires, leucémie lymphoide
chronique, et plus spécialement la maladie de Hodgkin). Cette molécule modifie la structure

de I’ADN empéchant ainsi la division cellulaire.

1.3.1. Mécanisme d’action dans ’organisme

La chlorméthine est stable a pH acide, mais s’il augmente, le substrat apparait dans
I’organisme sous sa forme basique neutre. Sous cette forme, le produit subit une réaction
d’élimination spontanée du chlore (le doublet de 1’azote se rabat sur le carbone électrophile

avec départ du chlore).

| o
H;C—N| — H;C ,lcll

>Cl
A
Cl \_\Cl
On a donc une substitution nucléophile intramoléculaire qui aboutit & un composé cyclisé
cationique. Cette structure est appelée éthyléne-imonium. C’est cette forme qui représente le

véritable intermédiaire actif. Ce dernier s’est avéré extrémement réactif vis-a-vis de toute une

série de centres nucléophiles (Nu).

@ —
H3C—N ,l Cl 19 +Nu —> H3C—N

\_\

Cl Cl

Il y a réouverture du cycle et fixation du centre nucléophile. Comme on le voit, le résultat de

cet ensemble de réactions est d’aboutir au remplacement du chlore par une série de substrats a
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propriétés nucléophiles (-SH, -OH, -NH,..

se poursuivre avec la deuxiéme chaine.

.). Il est intéressant de noter que cette réaction peut

Nu Nu
®& —©  + Nu
HyC—N — H;C—N .laj —5—> H;C—N
\—\ \—\ -lq
Cl Nu Nu

On a donc greffé deux chaines alkyles sur deux centres nucléophiles, qui est a 1’origine de
cette dénomination d’agents alkylants.

En milieu biologique [I’alkylation intervient essentiellement au moment de la
réplication de I’ADN, quand les deux brins sont séparés et exposent ainsi les sites d’intérét a
I’action alkylante. De la sorte les deux groupements alkylants’ peuvent réagir, avec par

exemple 1’azote en position 7 de la guanine de la chaine d’ADN, ce qui revient a rattacher les

deux brins de I’ADN en formant un pont intercaténaire, empéchant de la sorte que ceux-ci ne

se désenroulent lors de la transcription ou de la réplication (schéma 1.11).

1 - G = Guanine NTNHZ ADN
2 ADN
A : 7
CH;—Np—_/ - . CH1—N Y — 2 N
CHs— N
a T
Chlorméthine Ton aziridine YCl
N NH;
—— N_ _NH Y
g | Y ’ NH
<\N NH
G (o]
(o]
O _N._NH o o NYNHZ ADN
T |
®/ \® N N
N
CH3;—
) Nl&) NN
N \ \

\
\ \N N NH,
\ Y N/\ Y
\\\ <\N1‘/NH éHJ V/<\g | NH

ADN entravé

Schéma 1.11 : Alkylation de I’ADN par la chlorméthine.

L’agent alkylant peut aussi se fixer sur I’ADN et former des ponts intracaténaires entre deux
guanines adjacentes sur le méme brin d’ADN. Une telle fixation revient & masquer cette partie
de I’ADN, et donc a empécher 1’acces des enzymes indispensables au bon fonctionnement de

I’ADN (schéma 1.12).

" Graham L. Patrick, Chimie pharmaceutique, De Boeck, 2003, 128-132.
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Schéma 1.12 : Autre alternative d’alkylation de I’ADN par la chlorméthine.

Cependant ce produit en plus de son action vésicante et de sa toxicité élevée pour la
moelle osseuse réalise une alkylation qui n’a rien de spécifique. En effet sa forme éthyléne-
imonium attaque toute une série de cellules. Elle se fixe sur les protéines plasmatiques, sur les
¢léments figurés du sang, elle diffuse dans les tissus sains. Finalement, il n’y a qu’une infime
fraction qui arrive au tissu cancéreux, pour y réaliser 1’alkylation recherchée. C’est pourquoi
les scientifiques ont orienté leurs recherches vers des dérivés dénués d’action vésicante et
possédant une spécificit¢ d’action aussi développée que possible vis-a-vis des cellules

cancéreuses.

II. OBJET DU TRAVAIL

L’objet de la deuxieéme partie de ce travail est la synthése d’agents alkylants en
utilisant une base pyrimidique comme synthon naturel (schéma 1.13). La thymine, par
exemple, est I’'une des quatres bases azotées qui servent de “lettre ” au code génétique, c’est
une molécule naturelle sur laquelle peut étre greffée le groupement chloroéthyle au niveau des
atomes d’azote. Nous avons synthétis¢ les composés suivants :

0 Cl (0] Cl

H, R /\/ H3C\(”\N/\/ o
| \
r\fl\/k N*O HO o H3C\(1\N/\/

HO R'
R=H ou CH;,
R'=H ou OH

o—w OH $ Hmo N& o
0 0
HO
H o OH
OH
OH

Schéma 1.13: Agents alkylants.

L’activité anticancéreuse de certains de ces composés a été¢ évaluée sur des lignées
cancéreuses par le Professeur Michel Kraemer au Laboratoire d’Oncologie Cellulaire et

Moléculaire, UPRES 2360, UFR-SMBH, Université Paris XIII.
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SYNTHESE D’AGENTS ALKYLANTS

I. INTRODUCTION

Puisque le véritable réactif d’attaque biologique n’est pas la chlorméthine comme
telle, mais bien le noyau éthyléne-imonium, un premier type de développement a donné des

produits contenant cette structure deés le départ.
N9 A
/N
On a dés lors synthétisé des molécules renfermant le cycle aziridine.
—~]
Le mécanisme d’action d’un composé a centre nucléophile R-S-H est représenté sur le

schéma :

RSH + —N{| —» RSCHZCHZN\/H

On obtient donc un produit ou I’on a greffé une chaine alkyle f-amino-éthyle. Nous en

retiendrons deux qui sont le triéthyléne mélanine (T.E.M.) et le THIOTEPA™ (schéma 2.1).

)% j‘\ I;N—i’—Ni]

Tris-(ethyléne-imino)-1,3,5 s-triazine Sulfure de triazirinylphosphine
Triéthyléne mélanine (T.E.M) Triéthyléne thiophosphoramide
THIOTEPA

Schéma 2.1 : Triéthyléne mélanine et Triéthyléne thiophosphoramide

Leur toxicité est moindre, parce que le noyau aziridinique est moins réactionnel que la

structure éthyléne-imonium.

Un deuxiéme type de développement a consisté a synthétiser des molécules qui

renferment a 1’état latent, les formes potentiellement actives et qui ne font apparaitre cette

80 Schell, R. F.; Hall, B. E.; Surgery, gynecology & obstetrics, 1958, 106 (4), 459-65.
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activit¢ qu’a D’endroit voulu (au niveau du tissu cancéreux). Une réussite est le

cyclophosphamide®' (schéma 2.2).

a
\_\ o
/
N—F ) ,H0
/_/ ¢N\

O n

Cl

Schéma 2.2 : Cyclophosphamide (Eudoxan).

Comme tel, le produit n’a aucune activité alkylante. En effet le caractére nucléophile
de I’azote est ici trés diminué, car ce dernier est li¢ au radical phosphoré possédant un pouvoir
attracteur. Le doublet de 1’azote cesse alors d’étre disponible pour la cyclisation menant a
I’intermédiaire éthyléne-imonium.

Cependant, par hydrolyse, ou sous I’action dans [’organisme d’enzymes, les
phosphoramidases (schéma 2.3) conduisent a la bis(B-chloroéthyl)amine®” qui peut entrainer

des alkylations.

a
\_\ o
/
N—P ), HO
75
a O
a
OH
@,
H—N-} P—OCH,CH,CH,NH,
a o

Cl\_\ l on

|
N—H + HO—P—OCH,CH,CH;NH,
a o
bis(B-chloréthyl)amine ester phosphorique inactif

Schéma 2.3 : Métabolisme du cyclophosphamide

Ce produit est efficace dans les lymphopaties chroniques et plus que les produits
précédents, contre divers cancers épithéliaux, notamment celui de 1’ovaire. Il est bien toléré et

moins toxiques pour la moelle osseuse.

8! Br J Haematol ; Annals of Internal Medicine; 1998; 103; 678-683.
82 Jacquillat,C.; Auclerc, G.; Duprez-Curely, J-P.; Nouv. Presse Med., 1979, 8, 2591-2595.
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Un troisieme type de développement consiste a greffer le groupe actif bis-(B-
chloréthyl)amine soit sur un support aromatique, soit sur des molécules prises parmi les
produits biologiques.

L’un des composés les plus intéressants de la premiére série est le chlorambucil®

(schéma 2.4).

Cl
NO—CHZCHZCHZCOOH
Cl

Schéma 2.4 : Acide [[bis-(B-chloroéthyl)amino]-4-phényl]|butyrique

(chlorambucil ou chloraminophéne)

Ici le noyau aromatique aura tendance a entrainer dans son systéme de résonance les
atomes présentant des doublets libres. Par conséquent, le doublet de I’azote devient de moins
en moins disponible pour le phénomene de cyclisation. On diminue, donc, la vitesse de
formation de I’ion éthyléne-imonium, ce qui entraine une diminution de la réactivité du
produit. Ceci se traduit par un meilleur effet pharmacologique.

On a constaté que le produit de loin le plus actif est celui qui correspond a I’isomére L
de la phénylalanine (le melphalan) (schéma 2.5). La forme racémique est utilisée sous le nom

. 4
de sarcolysine™.

a
\ *
N CH2|CHCOOH
/—/ NH,
al

[bis-(B-chloréthyl)amino]-4-phénylalanine

Schéma 2.5 : [bis-(B-chloroéthyl)amino]-4-phénylalanine ou Melphalan.

%3a) J. L. Everett; J. J. Roberts; W. C. I. Ross, J. Chem. Soc., 1953, 2386.
b) A. McLean; A. D. Newell; G. Baker; T. Connors, Biochem. Pharmacol., 1980, 29, 2039.
8 Larionov, L. F.; Shkodinskaya, E. N.; Vasina, O. S.; Khokhlov, A. S.; Trusheikina, V. 1., 1957
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II. SYNTHESES

I1.1. Synthése de chloroéthylthymine

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la synthése de dérivés de la thymine

portant une ou deux chaines chloroéthyles (schéma 2.6).

(0] 0] /\/Cl
L O
N (0] N/KO

Cl Cl

Schéma 2.6 : Structure des composés chloroalkylés

La méthode la plus simple pour I’obtention de la bis(chloroethyl)thymine est
I’alkylation directe avec le 1,2-dichloroéthane mais Nawrot et coll.* ont montré que la
réaction d’alkylation de la thymine avec le 1,2—dibromoéthane en présence de K,COs dans le

DMF a conduit a un mélange de plusieurs composés (schéma 2.7).

(0] (0] B
\ Br. . I r
H;C CH; H;C ad
i 7 7 Y
)\ DMF )\ N %O
K,CO;
Tamb S
Br
10% 1,2% >1%

Schéma 2.7 : Réaction d’alkylation selon Nawrot et coll.

Nous avons alors opté pour une stratégie en trois étapes (schéma 2.8). Tout d‘abord
I’alkylation par I’acétate de bromoéthyle, suivie de la déprotection et enfin la substitution de

I’hydroxyle par un chlore.

8 B. Nawrot, O. Michalak, S. Olejniczak, M.W. Wieczorek, T. Lis, W.J. Stec, Tetrahedron Letters, 2001, 57,
3979-3985.
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S
I

AcO HO C

Schéma 2.8 : Schéma synthétique.
I1.1.1. Alkylation de la thymine

Pour réaliser 1’alkylation, nous avons choisi la méthode de Pedersen et coll.*® qui
utilise des halogénures d’alkyles. La thymine non protégée réagit d’abord avec I’hydrure de
sodium puis le dérivé halogéné est additionné. Une étude de I’influence de différents
parametres tels que le mode d’activation, la longueur de la chaine ou la nature du dérivé

87,88

halogéné, sur la sélectivité¢ a été¢ conduite dans notre laboratoire afin de déterminer les

conditions optimales pour obtenir le produit de monoalkylation en position 1.

Dans notre cas, compte tenu de la finalit¢ de départ nous nous sommes attachés a la
mise au point d’un systéme permettant d’obtenir majoritairement le produit résultant de la
double alkylation en position 1 et 3. Cette étude a été réalisée en utilisant 1’activation par

irradiation micro-onde™”

% AES. Abdel-Megied ; M.S. Motawia ; E.B. Pedersen ; C.M. Nielsen, Heterocycles, 1992, 34, 713.

8p, Grandjean, R. Benhaddou, R. Granet, P. Krausz, Tetrahedron Letters, 1997, 38 (35), 6185-6188.

By, Roy; R. Zerrouki; P. Krausz; S. Schmidt; A. M. Aubertin, Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 2004,
23, 1625.

% A. Loupy, Comptes Rendus Chimie, 2004, 7 (2), 103-112.

% C. 0. Kappe, Angew. Chem. Int. Ed., 2004, 43, 6250-6284.
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I1.1.1.1. Synthése par activation micro-onde

Nous avons utilis¢ dans un premier temps un four micro-onde domestique pour

réaliser la dialkylation de la thymine par 1’acétate de bromoéthyle (schéma 2.9).

H 9 0
\N CH3 CH3
1 | 1/ DMF, NaH , M.O. R'N |
o 1\|I 2/ BrCH2CH20Ac,M.0. O N
H R

la: R=-CH2-CH2-OAc,R'=H
1b : R=R'=-CH2-CH2-OAc

Schéma 2.9 : Alkylation de la thymine.

La thymine solubilisée dans le diméthylformamide anhydre est additionnée a I’hydrure
de sodium et la solution est activée dans un four micro-onde domestique. L’acétate de
bromoéthyle est alors ajouté et le mélange activé de nouveau. Apres traitement et purification
par chromatographie sur colonne, nous avons obtenu le composé N-1,N-3-dialkyl¢ 1b avec un
rendement de 46 % et le composé N-1-alkylé 1a avec un rendement de 27 % (tableau 2.1).
L’utilisation d’un excés de base (NaH) et d’agent alkylant ou 1’augmentation du temps

d’activation n’a pas permis d’améliorer ce résultat.

Pour tenter d’optimiser ce systéme, tant du point de vue du rendement que de la
cinétique de formation de la thymine disubstituée, nous avons utilisé ensuite un four micro-
onde de laboratoire (voir détails dans la partie expérimentale). Celui-ci nous permettant de
fixer la température et la puissance. Les essais les plus significatifs sont présentés dans le

tableau 2.1.
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L’augmentation de la puissance et de la température favorise la formation du composé
dialkylé. Les différents essais réalisés montrent un rendement optimal avec 3 équivalents
d’hydrure de sodium et d’agent alkylant et une puissance de 200 W a une température de 150
°C.

La structure des composés mono- et dialkylés 1a et 1b a été déterminée par
spectroscopie IR et RMN. Les spectres IR de ces deux composés présentent une bande a 1740
cm™ correspondant au carbonyle du groupement acétyle et a 1700 cm” un signal des
carbonyles de la thymine. Les signaux correspondant aux CH de la chaine alkyle se trouvent a
2960 cm™ et ceux correspondant a la double liaison C=C a 1670 cm™. Dans le cas du
composé 1a, le spectre présente une bande supplémentaire a 3160 cm™ correspondant a la
vibration NH.

Le spectre RMN du proton du composé 1b (tableau 2.2) présente un quadruplet a 6,97
ppm correspondant au proton H-6 et un doublet a 1,93 ppm représentant le groupement
méthyle. Les protons aliphatiques des bras résonnent entre 3,96 et 4,31 ppm. Le spectre du

composé¢ 1a présente en plus un singulet a 8,54 ppm correspondant au proton H-3.

Tableau 2.2 : RMIN'H (CDCls) des produits d’alkylation 1a et 1b.

AcO
0 « 0
H Aycm N )ﬁ/CH:,
s d |
0N O/J\N
QSB a%ﬁ
AcO AcO
1a 1b
composé 1a S ppm, fig (J Hz) 1b 6 ppm, fig (J Hz)
8,54, s -
Thymine H-3
1.6 6,98, q(1,1) 6,97, q (1,0)
1,93,d (1,1 1,93,d (1,0
CH, (1.1 (1.0
Bras H-a 3,96, t (5,3) 3,96, t (4,8)
- 4,25,t(5,3
H-(X,’ > s ( s )
4,31, (5,3) 4,31, m
H-p
- 4,31, m
H-p’
2:O7> S 2,07, S
0-CO-CH,
- 2,01, s
0-CO-CH,
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I1.1.2. Réaction de désacétylation

Les produits résultants de la mono- et dialkylation de la thymine sont désacétylés avec

le systéme classique MeONa/MeOH (schéma 2.10).

(0) (o)

CH. CH.
Rj\)‘j/ 3 1/ MeONa, MeOH R'N | 3
O N 2/ Résine H+ O)\N

R R

la: R=-CH2-CH2-OAc¢,R'=H 2a:R=-CH2-CH2-OH,R'=H 77 %

1b : R=R'=-CH2-CH2-OAc 2b:R=R'=-CH2-CH2-OH 86 %

Schéma 2.10 : Réactions de désacétylation.

Aprés deux heures de réaction, la CCM montre la disparition totale du substrat de départ et la
formation d’un nouveau produit. Le mélange est alors neutralisé avec de la résine H', filtré,
puis le solvant évaporé. Les composés 2a et 2b, obtenus avec des rendements respectifs de 77
et 86 %, sont utilisés tels quels pour 1’étape suivante.

Les spectres IR de ces deux composés montrent la disparition de la bande des
carbonyles des groupements acétyles, et présente une bande large a 3480 cm™' correspondant &
la vibration OH. Dans le cas du composé 2a on observe toujours la bande large 4 3160 cm™
correspondant a la vibration NH.

La RMN du proton montre la disparition des protons acétyles (tableau 2.3). On
observe un quadruplet a 7,39 ppm (proton H-6) et a 1,9 ppm le doublet du groupement

méthyle. Les protons aliphatiques résonnent entre 3,7 et 4,1 ppm.

Tableau 2.3 : RMN'H (CDCls) des produits de désacétylation 2a et 2b.

Composé 2a o ppm, fig (J Hz) | 2b o ppm, fig (J Hz)

Thymine H-3 8,55, s -

H-6 7,39, q (1,0) 7,39, q (1,0)

CH; 1,86, d (1,0) 1,89, d (1,0)

Bras H-a 3,81, t(4,8) 3,85,t(5,1)

H-o’ - 4,11,t(6,2)

H-B 3,74,t (4,8) 3,75,t(5,1)

H-p’ - 3,71,t(6,2)
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11.1.3. Réaction de chloration

Les composés résultants des déprotections sont chlorés dans le DMF en présence de

2,5 équivalents de chlorure de thionyle par groupement hydroxyle (schéma 2.11).

(0] (0}
CH.
Rj\)j/ *  S0Cl, DMF Ri)j/CHs
O N
; o)

2a: R=-CH2-CH2-OH,R'=H 3a:R=-CH2-CH2-CLLR'=H 40 %

2b: R=R'=-CH2-CH2-OH 3b: R=R'=-CH2-CH2-Cl 48 %

Schéma 2.11 : Réactions de chloration.

Apres une heure de réaction, la CCM montre la disparition totale du produit de départ et la
formation d’un composé majoritaire avec des rendements de 40 et 48 %, respectivement pour
3a et 3b. Cependant, aprés une heure de réaction on observe ’apparition de nombreux
produits secondaires. Leur structure n’a pu étre déterminée. Le mélange est alors traité et les

composés attendus sont isolés avec des rendements respectifs de 40 et 48 %.

Les spectres IR montrent bien la disparition des groupements hydroxyles. Ils
présentent une bande & 654 cm™ correspondant 4 la vibration C-Cl, a 1700 cm™ un signal des
carbonyles de la thymine. Les signaux des CH de la chaine alkyle se trouvent a 2960 cm™ et
ceux de la double liaison C=C 4 1670 cm™. Dans le cas du composé 3a on observe une bande
43160 cm™ correspondant 4 la vibration NH.

Les spectres RMN du proton (tableau 2.4) sont semblables a ceux des composés

hydroxylés.

Tableau 2.4 : RMINH (CDCls pour 3a et CDsOD pour 3b) des produits de chloration.

composé 3a & ppm, fig (J Hz) | 3b d ppm, fig (J Hz)

Thymine H-3 8,07, s -

H-6 7,44, q (1,0) 7,07, q(1,1)

CH; 1,87,d (1,0) 1,95,d (1,1)

Bras H-a 4,04,1(5,9) 4,04,1(5,5)

H-o - 4,33,1(6,7)

H-B 3,81,t(5,9) 3,81,t(5,9)

H-p’ - 3,73,t(6,7)
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En spectrométrie de masse la fixation du chlore est confirmée par la présence de deux
isotopes. Pour le composé 3a, elle montre le pic quasi moléculaire MH m/z 189 et m/z 191 et
le pic correspondant 8 MNH," m/z 206 et m/z 208 ainsi que sa dimérisation dans la source du
spectrométre de masse (structure non covalente) MNH; "M m/z 377 et 379. Pour le composé
3b on observe également le pic MH™ m/z 251, m/z 253 et m/z 255 et le pic MNH," m/z 268,
m/z 270 et m/z 272.

I1.2. Synthése d’analogues de nucléosides portant une chaine chloroéthyle
Différents auteurs’’ ont montré qu’un analogue de nucleoside portant une chaine

chloroéthyle, la 5-(2-chloroéthyl)-2’-désoxyuridine (CEDU) (schéma 2.13) présente une

activité antivirale et est utilisée pour le traitement de 1’herpes simplex. Ce composé entraine

des mutations dans I’appariement des bases G/C et A/T.

Schéma 2.13 : Structure de la 5-(2-chloroéthyl)-2’-désoxyuridine (CEDU).

Nous avons alors poursuivi ce travail par la synthése d’analogues de nucléosides
portant une chaine chloroéthyle 4, 7 et 8 (schéma 2.12). Ceux-ci, dont la structure est plus
¢loignée de la chlorméthine originale, dérivent de la 2°-hydroxythymidine pour le composé 7,

de I'uridine pour le composé 8 et de la thymidine pour le composé 4.

0 Cl o) Cl [0} Cl
H3Q(kN/\/ H, e N/\/
N/go INN¢) INEN¢)
HO—@ H o H o
HO HO OH HO OH
4 7 8

Schéma 2.12 : Analogues de nuclésides portant une chaine chloroéthyle.

o a)F. Staedtler, W. Suter, H-J.Martus, Mutation Research, 2004, 568, 211-220.
b) W. Suter, ; U. Plappert-Helbig,; S. Glowienke,; F. Poetter-Locher, F Staedtler, R. Racine,; H-J.Martus,
Mutation Research, 2004, 568, 195-209.
¢) E. De Clercq; B. Rosenwirth, Antimicrobial agents and chemotherapy, 1985, 28, 246-251.
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I1.2.1. Synthése de I’analogue portant le 2’-désoxyribose

Nous avons tout d’abord préparé un analogue chloré de nucléoside portant le 2’-
désoxyribose comme partie glucidique. Dans ce cas, la thymidine étant commerciale nous
I’avons directement alkylée. Celle-ci est mise en solution dans le DMF, on ajoute par la suite

du carbonate de potassium et du dichloroéthane en exces (schéma 2.14).

1
o] o ¢ S gc CH.
H;C H3C /\./ 3C :
| NH 5 43N )\
CICH,CH,Cl 61 2

N o

HO_@ DMF, K,CO; b b d

HO

Schéma 2.14 : Alkylation de la thymidine.

Cette réaction étant tres lente, un chauffage a 60°C a été utilisé pour accélérer la
cinétique de la réaction. Apres 7 heures de réaction I’analyse par CCM montre la formation
d’un produit secondaire 4’ résultant de la réaction du composé 4 et de la thymidine comme le
montre le spectre RMN (voir partie expérimentale). L utilisation de I’activation micro-ondes

n’a pas donné d’amélioration (tableau 2.5).

Tableau 2.5 : N-3-alkylation de la thymidine

Mode d’activation Temps de réaction 4 (%) 4 %
Chauffage classique 7h 49 3
Activation micro-onde | 20 min (P = 100W, T = 80°C) 42 10

La structure du composé 4 a été déterminée par RMN. Le spectre RMN 'H montre que
les protons H-a” et H-B’ résonnent respectivement sous forme de double triplet et de triplet a
4,25 ppm et 3,71 ppm. On note également la présence de tous les protons du glucide ainsi que

ceux correspondant a la thymine.
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I1.2.2. Synthése de I’analogue portant le ribose

Nous avons ensuite synthétisé un analogue portant le ribose, avec le groupement

chloroéthyle en position 3 de la thymine.
11.2.2.1. Stratégie de synthése
On procéde tout d’abord au couplage de la thymine et du D-ribose protégé puis a

I’alkylation de 1’azote en position 3 sur la thymine et enfin la déprotection du glucide conduit

au composé¢ attendu (schéma 2.15).

' A
LAy,

Schéma 2.15 : Schéma synthétique.

11.2.2.2. Couplage de la base et du glucide

Une des étapes clés de la synthése des nucléosides est le couplage de la base et du
glucide. Nous nous proposons tout d’abord de présenter un bref inventaire de quelques

méthodes de couplage.
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11.2.2.2.1. Méthode de Fischer

Fischer et Helferich’® ont réalisé la premiére synthése de nucléosides en 1914, en
utilisant le sel d’argent d’une base purique qu’ils ont fait réagir sur un bromoglucopyranose.
Cette méthode a ensuite été utilisée par Todd et Coll.”* en 1948 pour obtenir I’adénosine et la
guanosine. En 1951, Davol et Lowy’* ont remplacé les sels d’argent des purines par des sels
chloro-mercuriques. Les rendements ainsi obtenus sont meilleurs. Le mécanisme peut étre

décrit de la maniére suivante (schéma 2.16) :

Ve — ) Jeme, — o)
PN K7 T G
XHgO™ N RO™ °N o

N
R o Hg,
- X ® X
R = acylglycosyl
X=Cl, Br i
Z = NHAc, OEt 7z
~ N ’d
HgX, + ) «— 1|

Schéma 2.16 : Formation de nucléosides par la méthode de Fischer.

Cependant ces sels de métaux lourds présentent I’inconvénient d’étre difficiles a

¢liminer et sont sources de toxicité. Par ailleurs les furanoses halogénés sont peu stables.

11.2.2.2.2. Méthode de Hilbert et Johnson

Parallélement a ces méthodes employant des sels de métaux lourds, Hilbert et
Johnson” ont développé une procédure de couplage également appelée méthode de
quaternisation. Elle est appliquée principalement pour la synthése de nucléosides
pyrimidiques. Elle s’effectue par condensation de 2,4-dialcoxypyrimidine sur des halogénures

acétylés, selon le mécanisme suivant (schéma 2.17) :

2 E. Fischer, B.Helferich, Chem. Ber.,1914, 47, 210.

% J. Davoll, B. Lythgoe, A. R. Todd, J. Chem. Soc.,1948, 967.

% J. Davoll, B. A. Lowy, J. Am. Chem. Soc.,1951, 73, 1650, J. J. Fox, N. Young, J. Davoll, G. B. Brown, J. Am.
Chem. Soc.,1956, 78, 2117.

% G. E. Hilbert, T. B. Jobhson, J. Am. Chem. Soc., 1930, 52, 2001.
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Schéma 2.17 : Formation de nucléosides par la méthode de Hilbert et Johnson.

Cette méthode donne des rendements variables qui sont influencés par plusieurs facteurs :

- la facilité de dissolution du sucre halogéné, favorisée par I’utilisation de solvants tels
que I’acétonitrile ;

- laptitude du groupe alkyle R du sel quaternaire intermédiaire a subir I’attaque
nucléophile de I’ion halogénure X ; il est possible dans certains cas d’utiliser un
catalyseur tel que HgBr, qui, en se complexant avec le sel quaternaire, favorisera
I’¢élimination du groupe R en position 2 ;

- I’ électronégativité du substituant Y en position 5.

11.2.2.2.3. Méthode de Vorbriiggen

En remarquant que les catalyseurs de Friedel-Crafts permettent la conversion des 1-
acyloxy-sucres acétylés en leurs dérivés 1-halogénés, Vorbriiggen et coll.”® ont tenté la
réaction avec des pyrimidines et des sucres peracétylés ou 1-0-acétylé-2,3,5-tri-O0-benzoylés.
La réaction est réalisée a température ambiante dans un solvant polaire (1,2-dichloroéthane,
acétonitrile ou mélange des deux en proportions variables). Apres divers essais avec différents
catalyseurs de Friedel et Crafts (ZnCl,, TiCls, AlCl3;, SnCls ou BF;-Et,0), il apparait que la
combinaison 1,2-dichloroéthane/SnCly; donne de bons résultats. Ce solvant ainsi que
I’acétonitrile sont d’utilisation aisée car ils sont facilement purifiables et permettent un
chauffage a plus de 70°C si nécessaire. Cependant I’emploi de 1’un ou de 1’autre engendre des
modifications du comportement des réactions (temps, proportions des produits N-1 et N-3
substitués sur les bases pyrimidiques).

Le mécanisme de la réaction de glycosylation (schéma 2.18) met en jeu la

participation du groupement en position 2 du sucre. Le groupement acétyle ou benzoyle

% U.Neidballa, N. Vorbriiggen, J. Org. Chem.,1974, 39, 3654-3668.
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intervient pour former un intermédiaire « sucre-cation » cyclique qui encombre la face a.

L’attaque nucléophile de la base silylée se fait alors préférentiellement sur la face f.

BzO 0 [0} CH3 BzO o)
©
» Ol 0 + AcO—SnCl,
Sagsn, E
Bz0 O\$//% & a Bz0 O
@ OSiMe; OSiMe;
S
AcOSnCl, NJj ﬁN
Bz0 0%‘5'@ \Nl BzO N/KO
1 Z!
’ o + AcOSiMe; + SnCly
0 >
NEN
BzO ) BzO OBz

Schéma 2.18 : Formation de nucléosides par la méthode de Vorbriiggen.

La méthode de Vorbriiggen est devenue la plus fréquemment employée dans la synthése

des nucléosides en raison de ses nombreux avantages :

la fixation du groupe TMS sur la base est tres aisée ;
- le TMS s’¢limine facilement en fin de réaction au cours du traitement ;

- les rendements obtenus sont élevés du fait de 1’activation par des groupes TMS pour

I’attaque nucléophile ;

- la possibilité d’utiliser des sucres 1-0-acétylés ou 1-0-méthylés plus stables et faciles

d’accés.

11.2.2.2.4. Résultats et discussion

Pour réaliser le couplage de la thymine et du ribofuranose, nous avons opté pour la
méthode de Vorbriiggen (schéma 2.19) qui, comme nous I’avons montré précédemment est

d’un usage facile tout en minimisant le nombre de purifications.
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5

Schéma 2.19 : Réaction de couplage.

Nous avons tout d’abord réalis¢é la silylation de la thymine par un groupe
triméthylsilyle, les agents silylants utilisés sont le 1,1,1,3,3,3-hexaméthyldisilazane (HMDS)
et le chlorure de triméthylsilane (TMSCI). La silylation est réalisée dans le 1,2-
dichloroéthane. Un exces de catalyseur sera utilisé pour le couplage afin d’éviter qu’il ne soit
entierement consomme par les restes des agents silylants.

La réaction de couplage est ensuite réalisée en introduisant le 1-0-acétyl-2,3,5-tri-0O-
benzoyl-fB-D-ribofuranose, suivie du tétrachlorure d’étain, sous atmosphére d’argon. Apres
traitement et purification par chromatographie sur colonne, on obtient le produit de couplage

avec un rendement de 86,5%.

Le spectre infrarouge montre, comme nous 1’avons déja observé sur les composés 1a,
2a et 3a, la présence du groupement N-H de la thymine & 3186 cm™, ainsi que celle des C-H
aromatiques vers 3065 cm™. Il présente les bandes des vibrations C=0 du carbonyle de la
thymine a 1694 cm™ et du carbonyle des benzoyles 4 1724 cm™, le signal de la vibration C=C
se trouve, encore cette fois-1a, a 1603 em’

Le spectre RMN du proton montre une non-équivalence des protons portés par le
carbone 5’ du ribofuranose, ils se présentent sous forme de doubles doublets correspondants
d’une part a leur couplage avec le H-4’ (qui est en plus couplé avec H-3") avec des constantes
de 2,5 et 3,4 Hz, et d’autre part a leur couplage entre eux avec une forte constante de 12,1 Hz
caractéristique des protons géminés. Le proton H-1" résonne sous forme de doublet a 6,3 ppm,
le proton H-2’ sous forme de triplet & 5,75 ppm, le proton H-3" sous forme de double doublet
a 5,91 ppm et enfin le proton H-4’ résonne sous forme d’un multiplet a 4,70 ppm. On note

¢galement la présence de tous les protons de la thymine.
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11.2.2.3. Alkylation en position 3 de la thymine

La réaction d’alkylation du composé 5 est réalisée dans le DMF en présence de
carbonate de potassium (K,CO3) et de 1,2-dichloroéthane en large excés’’ (schéma 2.20).
Aprées les traitements habituels et une purification par chromatographie le produit 6 est isolé

avec un rendement de 76 %.

O (x' Cl
H3C O H3C N/\ﬁ/'
TV\NH CICH,CH,Cl1 |
A DMF, K,CO; N/KO
BzO o N° "0 BzO o
BzO OBz BzO OBz
5 6

Schéma 2.20 : Alkylation en position 3 de la thymine.

Pour tenter d’améliorer les conditions expérimentales nous avons également effectué

cette réaction par activation micro-onde (tableau 2.6).

Tableau 2.6 : N-3-alkylation du composé 5

Mode d’activation Temps de réaction 6 (%)
Chauffage classique 7h 76
Activation micro-onde 20 min (P =100W, T = 80°C) 70

L’activation micro-onde conduit a un résultat comparable a celui obtenu par chauffage
classique avec cependant un temps de réaction beaucoup plus faible puisque 1’on passe de 7
heures a 20 minutes. Une durée d’activation plus longue n’a pas permis d’optimiser ces
résultats.

Le spectre RMN'H montre la disparition du proton N-H et 1’apparition des protons
H-o’ et H-B’ de la chaine alkyle. Ces derniers se présentent sous forme de multiplet a 4,26
ppm et 3,64 ppm. On note également la présence de tous les protons correspondant a la

thymine, au glucide et aux groupements protecteurs.

T E. Ferrer, A. Schevchenko, R. Eritja, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2000, 8, 291-297.
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11.2.2.4. Déprotection du glucide

Le produit résultant de I’alkylation en position 3 de la thymine est déprotégé dans le
méthanol en présence de résine basique OH™ (schéma 2.21), I'utilisation de méthylate de
sodium comme précédemment pouvant conduire a une réaction de substitution nucléophile

sur la chaine chlorée.

o) a cl
H;C ' H;C R ad
| N résine basique | N
N/&O MeOH P
BzO o HO o N° "0
44 %
BzO OBz HO OH

Schéma 2.21 : Réaction de déprotection du sucre.

Apres cing heures de réaction, on observe la disparition quasi-totale du produit de départ et la
formation d’un produit majoritaire. La purification par chromatographie sur couche mince
permet d’isoler le composé 7 avec un rendement de 44 %. Ce rendement relativement

modeste est li¢ a la difficulté de purification de ces composés.

La structure du composé 7 a été déterminée par RMN du proton et confirmée par
spectrométrie de masse. Le spectre RMN'H montre la disparition des protons aromatiques.
On remarque un blindage de tous les protons glucidiques. On note également la présence de
tous les protons correspondant a la thymine. Le spectre de masse par ionisation chimique
présente le pic moléculaire MH™ m/z 320.5 et m/z 322.5 en raison de la présence des deux
isotopes du chlore, et également MNa™ m/z 343 et m/z 345, MK m/z 359 et m/z 361, MNa'M
m/z 663 et m/z 665.

I1.2.3. Synthése de ’analogue a partir de I’uridine

Nous avons enfin préparé un troisieme analogue chloré de nucléoside portant le ribose
comme partie glucidique et ’'uracile comme base. Dans ce cas, 1’uridine étant commerciale
nous 1’avons directement alkylée. Celle-ci est mise en solution dans le DMF en présence de 5

équivalents de carbonate de potassium et d’un large exces de dichloroéthane (schéma 2.22).

142



(0] (0]
Va i
(‘\/IJV\\H CICH,CH,Cl (‘\,L

HO— N O puME, K,CO, HO—

Micro-ondes
HO OH 47 % HO OH

Schéma 2.22 : Alkylation de I’uridine.

Cette réaction est activée par irradiation micro-onde. Aprés 18 minutes d’activation, la
réaction est arrétée car, comme dans le cas de la thymidine, 1’analyse par CCM montre la
formation d’un dimeére par réaction du composé¢ 8 sur l'uridine. Apres traitement et
purification, le produit 8 est récupéré avec un rendement de 47 %, rendement comparable a

celui obtenu avec la thymidine.

La structure du composé 8 a été déterminée par RMN. Le spectre RMN 'H montre
comme attendu une non-équivalence des protons portés par le carbone en position 5’ du
ribofuranose . Les protons H-5" se présentent sous forme de doubles doublets pour les deux
correspondant d’une part a leur couplage avec le proton H-4’ avec des constantes de 2,8 Hz,
et d’autre part a leur couplage entre eux avec une forte constante de 12,3 Hz caractéristique
des protons géminés. Le proton H-1" résonne sous forme de doublet a 5,91 ppm. Les protons
H-a’ et H-’ résonnent respectivement sous forme de double triplet et de triplet a 4,25 ppm et
3,72 ppm. On note également la présence de tous les protons du glucide ainsi que ceux

correspondant a I’uridine.

I1.3. Synthése d’analogues de la chlorméthine glucosylés

Les progrés considérables de la chimiothérapie antitumorale durant ces dernicres
décennies reposent en grande partie sur les protocoles d’association de médicaments aux
effets pharmacologiques complémentaires. Dans les combinaisons utilisées, les agents
alkylants, dont la cible est, rappelons-le, le matériel génétique méme de la cellule transformée,
comptent parmi les plus efficaces mais sont aussi ceux dont les limites d’utilisation sont les
plus séveres en raison de leurs effets secondaires. Les recherches sont donc actives pour
améliorer I’index thérapeutique de ce type de composés. C’est dans cette perspective que nous

nous sommes intéressés a la streptozocine (schéma 2.23). Cette molécule est une nitrosourée
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substituée par un glucose. Par nature, elle a une activité carbamoylante qui est vectorisée sur
le pancréas grace a une glucosamine. En effet, la streptozocine est utilisée dans le traitement

des tumeurs pancréatiques.

OH
HO 0
HO OH
N ~N
MCon—c H
ON \0

Schéma 2.23 : Streptozocine

C’est ainsi qu’il nous est paru intéressant de fixer un glucose sur les agents alkylants
que nous avons synthétisés (schéma 2.24). Le glucose est reconnu pour son implication dans
des phénomenes de reconnaissance cellulaire et pourrait, en particulier, servir de transporteur

de I’agent alkylant jusqu’au pancréas.

(0] J/
10}
OH N~ ~O0 H% A o\
OH
HO 0 S

OH

Cl Cl

ONJ/
o

Schéma 2.24 : Analogues glucosylés.

A cet effet, nous avons ¢étudié la réaction de 0-glycosylation que nous avons réalisée

sur la thymine hydroxyalkylée 2a et sur la thymidine.

I1.3.1. Réaction de 0-glycosylation

Rappelons que la 0-glycosylation est une réaction qui permet de modifier le carbone
anomeérique d’un glucide afin d’obtenir un hétéroside non réducteur comprenant le glucide et
une partie non saccharidique appelée aglycone. Comme les dérivés glycosylés présentent un
intéret important en Chimie et en Biologie, leurs synthéses font I’objet d’une littérature trés

abondante. Nous nous proposons tout d’abord d’en présenter un bref inventaire.
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11.3.1.1. Méthode de Fischer

La méthode de Fischer est la méthode de 0-glycosylation™ la plus ancienne. Elle se
fait a partir d’un glucide non protégé. Elle consiste en la protonation de 1’hydroxyle porté par
le carbone anomérique du sucre, puis 1’attaque nucléophile de 1’alcool que 1’on veut greffer

(schéma 2.25).

OR

0 H/ROH %O
*

\_)m0H
Schéma 2.25 : Méthode de Fischer.

Cette réaction est une solvolyse et donc nécessite un exces d’alcool. C’est pourquoi, pour
des raisons de coflit essentiellement, elle n’est utilisée que pour greffer des substituants tels

que les méthyles, benzyles ou allyles dont I’alcool correspondant est peu cotliteux.

11.3.1.2. Méthode de Koenigs-Knorr

La méthode de Koenigs et Knorr” (schéma 2.26) a été introduite pour la premiére fois
en 1901. C’est une réaction stoechiométrique qui passe par la formation d’un glucide
halogéné en position anomérique a I’aide d’acides de Lewis ou des sels de métaux lourds,
suivie de 1’attaque nucléophile de 1’alcool. Cette méthode s’applique aux seuls composés dont

la forme halogénée est stable.

activation
de la position ROH,
1&‘1,__0 anomérique 1‘"1,__0 activateur

%0
EJMOH —— %wa — EJMOR

Schéma 2.26 : Méthode de Koenigs-Knorr.

% E. Fischer, Chem. Ber., (1893), 2, 400.
% W. Koenigs, E. Knorr, Chem. Ber., (1901), 34, 957.
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11.3.1.3. Méthode de Helferish et Hellibrecht

La o-glycosylation d'un glucide préalablement acétylé a été réalisée la premicre fois

100

par Helferish et Hellibrecht ™ en 1933. Elle est un cas particulier de la méthode de Koenigs-

Knorr et peut étre considérée comme la plus simple a mettre en ceuvre (schéma 2.27). Celle-ci

a été développée par Hanessian et coll.'”!

pour la oO-glycosylation sur des séries D-
ribofuranose et D-glucopyranose.

Il est a noter que cette méthode permet également d’obtenir uniquement 1’anomeére 3
lorsqu’on utilise un sucre protégé par un groupement acétyle ou benzoyle comme dans le cas

de la synthése des nucléosides dont le mécanisme a été détaillé précédemment.

ROH

Schéma 2.27 : Glycosylation a partir d’un sucre 1-0-acétylé.

Z:_JO'WOAC

acide de Lewis

11.3.1.4. Méthode de Schmidt et coll.

La méthode du trichloroacétimidate a été proposée par Schmidt et coll.'” en 1980 et
constitue une bonne alternative a la méthode de Koenigs et Knorr. Elle repose sur la
formation d’un intermédiaire réactionnel obtenu par réaction du trichloroacétonitrile sur un
sucre hydroxylé, en présence d’hydrure de sodium ou de carbonate de potassium.

Bien que comportant deux étapes, les réactions de glycosylation impliquant des
trichloroacétimidates de glycosyle présentent 1’avantage de donner des rendements globaux
importants associés a une excellente stéréosélectivité .

Le principe de base de cette méthode repose sur la réaction, en milieu basique, du
trichloroacétonitrile et I’hydroxyle anomérique. Il en résulte la formation du
trichloroacétimidate de glycosyle avec, généralement, de bons rendements. En raison de sa
réversibilité, cette réaction permet de contrdler la sélectivité au niveau de la position
anomérique (schéma 2.28). En effet, Schmidt et coll. ont montré que suivant la base utilisée,

on pouvait favoriser soit le produit cinétique II’ (anomeére f), soit le produit

1B L. Helferich, S. Winkler, Chem. Ber., (1933), 66B, 1556-1558.
101’ Hanessian, J. Banoub, Carbohydrate Research, 1977, 59, 261-267.
192 R R. Schmidt, J. Michel, Tetrahedron Letters, 1984, 25, 821-824.
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thermodynamique I’ (anomeére a), via la rapide anomeérisation de 1’intermédiaire Il. Ainsi,
I’utilisation de carbonate de potassium conduit a la formation du produit de contrdle cinétique

I’ et I’hydrure de sodium mene au produit de controle thermodynamique I’.

OR OR OR
RO O RO Q  CCLCN RO Q Produit
RO RO RO thermodynamique
OR OR| . OR
OH oM O_ NH
! vy
CCl
OR OR OR
CLC g
RO 0 RO O, CCLCN  po O Produit
RO OH RO oM RO 0) cinétique
OR OR OR
I 1

R = groupements protecteurs, base = NaH, KpCO3, M = Na, K

Schéma 2.28 : Formation du produit cinétique ou thermodynamique suivant la base utilisée.

D’autres bases sont fréquemment employées afin de fixer le groupement
trichloroacétimidate. Parmi celles-ci, nous pouvons citer le DBU conduisant généralement a

un mélange o/  ou encore le carbonate de césium.

11.3.1.5. Résultats et discussion

Apres avoir décrit quelques méthodes de glycosylation, nous présentons le couplage

de la thymine hydroxyalkylée 2a avec le glucose.

11.3.1.5.1. Méthode d’Hanessian et coll.

Les premiers essais de couplage ont été réalisés a partir du glucose peracétylé dans le
dichloroéthane en présence de tétrachlorure d’étain selon Hanessian et coll. (schéma 2.29).
Apres 4 heures de réaction, on observe par CCM la disparition du sucre de départ et
I’apparition d’une nouvelle tache majoritaire qui, aprés purification et analyse RMN montre la
présence de deux composés. L’un correspond au glucose désacétylé en position anomérique
10, autre résultant d’une réaction de transestérification entrainant I’acétylation de la thymine
hydroxyalkylée 2a. La variation du solvant ou de 1’acide de Lewis n’a pas donné

d’amélioration.
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HO

2a 9 10 1a

Schéma 2.29 : Glycosylation directe.

11.3.1.5.2. Méthode de Schmidt et coll.

Les premiers essais de glucosylation n’ayant pas donné de résultats satisfaisants, nous
avons opté pour la méthode de Schmidt qui consiste, rappelons le, en la déprotection du
carbone anomérique du pentaacétate glucose, suivie de 1’activation de cette position par action

du trichloroacétonitrile, et enfin la glycosylation de la thymine hydroxyalkylée (schéma 2.30).

OAc

OAc
/ﬁ/ H,NNH,,CH;CO,H o CCLCN, DBU o
DMF CICH,CH,Cl anhydre A .Q
AcO XcO NH
%% OAc 85 % Keo 82 % OAc 7
OAc OAc 11 0—C
10 on ‘ccl
3
0 o
H
AN CH; CHy
N HN
Ly )\%
o TMSOT{, CH;CN 0" N
OAc Tamis moléculaire 3A S
o -
HO 2a
Agomo
(Y
OAc 9

Schéma 2.30 : Schéma synthétique.

Nous avons tout d’abord réalisé la déprotection sélective du carbone anomérique du
pentaacétate-B-D-glucopyranoside par 1’acétate d’hydrazine dans le DMF. Aprés 1h20 de
réaction, on observe la disparition totale du produit de départ et la formation d’un seul
composé. Apres neutralisation du milieu réactionnel avec une solution d’hydrogénocarbonate
de sodium saturée et extraction avec du dichlorométhane, on obtient le composé 10 avec un
rendement de 85 %. L’analyse par spectroscopie RMN du proton montre que I’anomeére o est

majoritaire.
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Le brut réactionnel obtenu étant proche de la pureté analytique, nous 1’avons utilisé tel
quel pour la synthése du trichloroacétimidate. Le produit déprotégé 10 est mis en présence de
trichloroacétonitrile (10 éq) et de 1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-éne (DBU) en quantité
catalytique (0,3 éq) en milieu dichloroéthane anhydre. Aprés 1hl5 de réaction, la CCM
montre que le sucre de départ n’est plus qu’a I’état de trace et qu’il y a formation d’un seul
composé. Le mélange réactionnel est alors filtré et le solvant évaporé. Apres purification, le

composé 11 est obtenu avec un rendement de 82 %.

On procede ensuite a la réaction de glycosylation. La 1-(2-hydroxyéthyl)thymine 2a
est dissoute dans l’acétonitrile, on ajoute a cette solution du tamis moléculaire 3A
préalablement activé puis une solution du trichloroacétamidate dans [’acétonitrile. Le
triméthylsilyltrifluorométhane sulfonate (TMSOTY) est alors additionné au mélange. La
réaction est mise sous atmosphere inerte et agitation a température ambiante. Au bout de 4h15
de réaction, la CCM montre une disparition partielle du sucre de départ et la formation d’un
composé majoritaire. On note également la présence d’autres produits a 1’état de trace. Apres
neutralisation de la réaction avec une solution de triéthylamine et évaporation du solvant, le

brut réactionnel est purifié¢ et on isole le produit majoritaire.

L’analyse du spectre RMN du proton montre encore la présence d’un mélange de deux
composés. En plus du composé attendu 9 (rendement 15,5 %), on observe la présence du
composé¢ la en quantité non négligeable (rendement 26,5 %) (rendements déterminés par
RMN'H) résultant d’un transfert d’un groupement acétyle entre le glucose peracétylé et le

compos¢ 2a.

La structure des composés 10, 11 et 9 a été déterminée par RMN'H (tableau 2.7). Les
spectres des composés 10 et 11 montrent bien la formation de I’anomére o car la constante de
couplage du carbone anomerique est voisine de 4 Hz. Dans le cas du composé 11, on observe
un léger déblindage du signal du proton porté par le carbone anomeérique et le carbone en
position 2”° di a Deffet attracteur du groupement trichloroacétimidate. Les spectres montrent
comme attendu une non équivalence des protons portés par le carbone en position 6’ du
glucopyranose. Les protons H-6"" se présentent sous forme de double doublet pour les deux
correspondant d’une part & leur couplage avec le proton H-5"’ avec des constantes de
couplage de 4,5 Hz et 2,1 Hz, et d’autre part a leur couplage entre eux avec une forte
constante de couplage de 12 Hz. Le spectre du produit 9 présente tous les signaux
correspondant a la thymine, au bras espaceur et au sucre dont la constante de couplage du

carbone anomérique est de 7,9 Hz correspondant a I’anomeére [3 attendu.
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Tableau 2.7 : RMN'H (CDCls) des produits de glucosylation de 2a.

Composé |10 & ppm, fig (J Hz) |11 & ppm, fig (J Hz) |9 & ppm, fig (J Hz)
Sucre H-1""| 5,47, d¢ (3,8) 6,56, d (3,7) 4,47,d (7,9)
H-2""14,91,dd (9,9 et 3,8) |[5,13,dd (3,7t 9,8) [4,99,dd (7,9 et 9,6)
H-315,54,t(9,9) 5,57,t(9,8) 5,19, (9,6)
H-4>"|5,10,t(9,9) 5,18,1(9,8) 5,05,t(9,6)
H-5"4,28,ddd (9,9,4,4 et |4,21,ddd (1,9, 4,1 et | 3,70, ddd (9,6, 4,9 et
2,2) 9.8) 2,2)
H-6’a|4,24,dd (4,4 et 10,1) [4,27,dd (4,1 et 12,3) (4,26, dd (4,9 et 12,5)
H-6"b[4,14,dd (2,2 et 10,1) |4,13,dd (1,9 et 12,3)| 4,11,dd (2,2 et 12,5)
Thymine H-3 - - 8,81, s
H-6 - - 7,02, q (0,9)
CH; - - 1,93, d (0,9)
Bras H-a - - 4,05, m
H-B - - 3,78, m
11.3.1.5.3. Méthode de Koenigs-Knorr

Compte-tenu des rendements relativement modérés de la méthode précédente associés

a la formation de sous-produits, nous avons opté pour une nouvelle stratégie. Celle-ci consiste

a réaliser la réaction de O-glycosylation selon la méthode de Koenigs-Knorr a partir du 1-

bromo-2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranose (schéma 2.31).

H3C
| CH;CN
AcO ___SnCl
AcO 26 %
HO

2a

AcO

Schéma 2.31 : Réaction de glycosylation.

(0]

H3C\fLNH
N

(0)
OAc

OAc
9
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La réaction est réalisée avec un équivalent de bromure de 2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-
glucopyranosyle, synthétisé selon Schuster et coll.'”, 1 équivalent de 2°-hydroxyéthylthymine
2a, a température ambiante dans 1’acétonitrile en présence de 2 équivalents de tétrachlorure
d’étain. Apres traitement et purification, le produit attendu 9 est isolé avec un rendement de
26 %. Par rapport a la méthode précédente le rendement est sensiblement amélioré, il passe de

15% a 26%. De plus, 1’absence de transestérification permet d’isoler le produit sans difficulté.

L’analyse du spectre RMN du proton montre comme attendu la présence de I’anomere
B (constante de couplage Jui»m» = 7,9Hz). Le spectre présente également tous les autres
signaux du glucide ainsi que ceux correspondant a la thymine, au bras espaceur et aux

acétyles.

11.3.1.6. N-alkylation de la thymine et désacétylation du glucose

Deux voies de synthése ont été utilisées pour obtenir le composé 13 (schéma 2.32). Par
la voie A, on procede tout d’abord a la déprotection des hydroxyles puis on alkyle la position

3 de la thymine. Par la voie B, on réalise 1’alkylation avant la déprotection du glucide.

N (0]
MeONa/MeOH OH S
MeOH
-  HO 0
. 48% HO K,CO;, DMF
Voie A OH CICH,CH,Cl al
12

0 J/

o H;C N
Hsc\fLNH | /g
N’J\o ;
OH
0!
Acow H3C\6L J/ HO.
|

AcO N on
OAc s
i N’J\o
K,COs, DMF e S MeONa/MeOH
i oy MeOH
Voie B CICH,CH,Cl AcO ]
- AcO
OAc

Schéma 2.32 : Les deux voies de synthése de I’analogue glucosylé 13.

19 B. Schuster, M. Winter, K. Herrman, Z Naturforsch., C: J. Biosc., 1986, 41 (5-6), 511-520.
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11.3.1.6.1. Voie A

Comme pour les analogues de nucléosides 4 ,7 et 8, le produit résultant de la réaction
de o-glycosylation 9 est déprotégé dans le méthanol en présence de méthylate de sodium.
Apres 3h30 de réaction, la CCM montre la disparition totale du substrat de départ. Le mélange
réactionnel est alors neutralisé avec de la résine H', filtré, puis le solvant évaporé. Le produit

attendu 12 est obtenu apres purification avec un rendement de 48 %.

Le spectre RMN de ce composé montre la disparition des signaux des acétyles. On
observe également tous les signaux correspondant a la thymine et au glucose. Les protons

aliphatiques résonnent entre 4,05 et 3,77 ppm.

La réaction d’alkylation est réalisée, comme précédemment, dans le DMF en présence
de carbonate de potassium et d’un large excés de 1,2-dichloroéthane (schéma 2.33). La
réaction est suivie par CCM, dés I’apparition du dimere celle-ci est arrétée. On procede a la
filtration du K,COj; puis a I’évaporation du solvant. La purification par CCM préparative

conduit au produit alkylé désiré 13 avec un rendement de 21 %.

Le spectre RMN'H montre la disparition du proton H-3 et I’apparition des protons H-
o’ et H-B’ de la chaine alkyle fixée. Ils se présentent sous forme de triplet a 4,26 et 3,71 ppm

avec une constante de couplage de 6,9Hz.

11.3.1.6.2. Voie B

Dans ce cas, nous avons tout d’abord réalisé la N-alkylation comme précédemment
dans le DMF en présence de K,COj;. Dans ce cas également, par analogie aux résultats
observés pour la formation du composé 4, on peut raisonnablement penser que le co-produit
formé est une entité dimérique du compos¢ 13. La réaction est arrétée aprés 7h a 60°C. La
CCM, apres évaporation montre une évolution. On observe la disparition totale du produit
majoritaire en fin de réaction et 1’apparition d’un nouveau composé ayant un Rf plus faible.
L’analyse par RMN a permis de déterminer la structure de ce composé. Il correspond au
produit 13. Il semblerait que 1’évaporation en milieu basique a conduit a la déprotection du
glucide. Nous avons donc réalisé les deux réactions en une seule étape. Le rendement dans ce

cas est de 18%, supérieur a celui obtenu en deux étapes par la voie A (10%).
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I1.4. Synthése d’un analogue glucosylé a partir de la thymidine

Nous avons ensuite préparé 1’analogue de la thymidine glycosylée 16 (schéma 2.33).
Cette structure, par la présence du glucose, devrait améliorer I’index thérapeutique car le

glucose est connu pour son implication dans des phénomeénes de reconnaissance cellulaire.

I1.4.1. Stratégie de synthése

Cette stratégie de synthése consiste a réaliser la glucosylation directe de la thymidine
non protégée en position 5°, suivie de la désacétylation du glucose et enfin a alkyler la

position 3 de la thymidine pour obtenir I’analogue désiré 16 (schéma 2.33).

AcO

0 0
H;C
3 \EH\NH CH;CN
AcO SnCl
HO NJ\O T AcO — /l\
—w 16 % AcO —v
Br

OH

MeONa/MeOH
67 % MeOH

cl

o) /l/ o)
on He AN on He A L
LA LA
HO 0 oN o K,CO;5, DMF HO 0 oN o

1O CICH,CH,C1 "o
OH 2% OH
OH OH

16 15

Schéma 2.33 : Schéma synthétique.

On procede tout d’abord a la réaction de O-glycosylation. La thymidine est dissoute
dans 1’acétonitrile, puis une solution de un équivalent de bromure de 2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-

D-glucopyranosyle dissoute dans 1’acétonitrile est ajoutée. Le tétrachlorure d’étain (2
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C-17
glucose

équivalents) est alors additionné au mélange. La réaction est mise sous atmospheére inerte et
agitation a température ambiante. Au bout de 5 minutes, la CCM montre la disparition
partielle du sucre de départ et la formation d’un composé majoritaire. On note également des
traces de produits de dégradation du glucide. Apres purification par chromatographie, le
produit attendu 14 est isolé avec un rendement de 16 %. L.’augmentation du temps de réaction
entraine des rendements beaucoup plus faibles liés a la dégradation partielle du produit formé.
La RMN du proton confirme la présence du glucose et de tous les signaux correspondant a la
thymidine. La spectroscopie RMN (HMBC) (schéma 2.34) montre que le glucose s’est fixé
sur la position 5’ de la thymidine. On observe effectivement une corrélation entre les protons
H-5" de la thymidine (4,19 et 3,70 ppm) et le carbone anomérique du glucose (100,86 ppm),
et une corrélation entre le proton anomérique du glucose (4,56 ppm) et le carbone C-5 de la

thymidine (69,84 ppm).

14
o H-1"" glucose
H-5’b thymidine
/
s LI
thymidine
0] N

Schéma 2.34 : HMBC du composé 14
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Le produit résultant de la réaction de oO-glycosylation 14 est déprotégé dans le
méthanol en présence de méthylate de sodium. Aprés 2h40 de réaction, la CCM montre la
disparition totale du substrat de départ et la formation d’un nouveau produit. Le mélange est
alors neutralisé avec de la résine H', filtré, puis le solvant évaporé. Le produit attendu 15 est
obtenu apres purification avec un rendement de 67 %. Le spectre RMN du proton montre la

disparition des acétyles.

Enfin la réaction d’alkylation est réalisée, par activation micro-onde, dans le DMF en
présence de carbonate de potassium et d’un large excés de 1,2-dichloroéthane. Apres 20
minutes d’activation, on procede a la filtration du K,COj5 puis a 1’évaporation du solvant. La
purification par CCM préparative conduit au produit alkylé désiré 16 avec un rendement de

22 %.

Les structures des composés 14, 15 et 16 ont été déterminées par RMN du proton
(tableau 2.8). Les spectres RMN montrent que I’anomére 3 est majoritaire. Comme attendu, il
y a une non équivalence des protons portés par le carbone en position 6’° du glucose, et
¢galement pour les protons portés par les carbones en position 2’ et 5° du ribose. Pour le
compos¢ 15, I’analyse du spectre RMN montre la disparition des acétyles ce qui entraine un
blindage de tous les protons glycopyranosiques. Concernant le produit 16, 1’apparition des
signaux a 4,33 ppm et a 3,83 ppm prouve que la chaine alkyle a bien été fixée en position 3 de

la thymine.
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Composé 14 & ppm, fig (J Hz) |15 6 ppm, fig (J Hz) | 16 6 ppm, fig (J Hz)
Glucose H-1"’ 4,56,d (8,2) 4,34,d (7,8) 4,54,d (7,9)
H-2” 4,98,dd (9,6 et 8,2) | 3,20,dd (7,8 et 9,6) | 3,33,dd (7,9 et 9,2)
H-3” 5,26, (9,6) 3,37,t(9,6) 3,52,t(9,2)
H-4" 5,07,t(9,6) 3,27,t(9,6) 3,39,t(9,2)
H-5 3,75,ddd (2,2, 4,4 et 3,32, m 3,49, ddd (9,2, 6,3 et
9,6) 2,1)
H-6"’a 4,31,dd (4,4 et 12,4) |3,89,dd (1,7et 11,9)| 3,95,dd (2,1 et 12,3)
H-6""b 4,14,dd (2,2 et 12,4) |3,66,dd (5,7 et 11,9)| 4,11, dd (6,3 et 12,3)
Acétyles 2,07-2,02, s
Thymine H-3 8,84, s - -
H-6 7,49, s¢ 7,82,q(1,2) 7,74, q (0,8)
CH; 2,00, s¢ 1,90, d (1,2) 1,97, s¢
Ribose H-1"| 6,39,dd (6,3 et7,6) | 6,32,dd (6,5t 7,5) 6,37,1(6,8)
H-2’a 2,30, ddd (1,8, 6,3 et |2,29,ddd (6,5, 7,5 et 2,43, m
13,7) 13,6)
H-2’b 2,11, m 2,23,ddd (2,8, 6,5 et 2,43, m
13,5)
H-3° 4,38, m 4,52, dt (2,8 et 6,5) 4,60, m
H-4’ 4,11, m 4,09, q (2,8) 4,23, m
H-5’a 4,19,dd (2,8 et 10,3) |4,23,dd (2,8 et 10,8)| 4,24,dd (3,1, 11,9)
H-5’b 3,70,dd (1,8 et 10,3) [3,72,dd (2,8 et 10,8)| 3,88, dd (5,5, 11,9)
Bras H-a - - 4,33,t(6,4)
H-B - - 3,83,t(6,4)

Tableau 2.8 : RMN'H (CDCl; pour 14 et CD;0D pour 15 et 16) des produits de la réaction de glycosylation.
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ITII. CONCLUSION

Dans cette seconde partie nous avons synthétisé un large échantillonnage d’analogues
d’agents alkylants. Toutes les structures ont été construites a partir de la thymine et des
méthoudes et/ou des conditions originales.

Une évaluation biologique a ¢ét¢é menée, dans le cadre d’une collaboration avec le
Professeur Kraemer, au laboratoire d’Oncologie Cellulaire et Moléculaire de I’université Paris

XIII, afin de déterminer ’activité antitumorale de ces composés (chapitre III).
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IV. PARTIE EXPERIMENTALE

IV.1. Réactifs et solvants

L’ensemble des réactifs et solvants commerciaux utilisés spécifiquement dans cette
partie sont : chloroforme 99,9% (SDS), toluéne 99,3% (SDS), méthanol 99,99% (Fisher),
¢thanol absolu (Prolabo), ¢ther de pétrole 40-65°C (Prolabo), acétone (Prolabo),
dichloroéthane, dichlorométhane 99,8%, chlorure de thionyle, acétate de bromoéthyle
(Merck), tétrachlorure d’étain, 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-éne (DBU), triméthylsilyl-
trifluoro-méthane  sulfonate = (TMSOTY), acétonitrile, acétate  d’hydrazine et
trichloroacétonitrile sont utilisés sans purification complémentaire.

Les divers ¢luants utilisés sont :
¢luant A : éther de pétrole/toluéne/acétone ; 4/4/5 ; v/v/v
¢luant B : dichlorométhane/méthanol ; 95/5 ; v/v
¢luant C : dichlorométhane/méthanol ; 98/2 ; v/v
¢luant D : dichlorométhane/méthanol ; 99/1 ; v/v
¢luant E : dichlorométhane/méthanol ; 97/3 ; v/v
¢luant F : dichlorométhane/éthanol ; 90/10 ; v/v
¢éluant G : dichlorométhane/éthanol ; 97/3 ; v/v
¢luant H : dichlorométhane/éthanol ; 99/1 ; v/v
¢luant I : chloroforme/éthanol ; 70/30 ; v/v
¢luant J : chloroforme/éthanol ; 80/20 ; v/v
¢luant K : toluéne/acétone ; 9/3 ; v/v
¢luant L : éther de pétrole/acétate d’éthyle ; 65/35 ; v/v
¢luant M : toluéne/acétone ; 7/5 ; v/v
¢luant N : acétate d’éthyle/éther de pétrole ; 2/1 ; v/v
¢éluant O : chloroforme/éthanol ; 95/5 ; v/v
¢éluant P : chloroforme/méthanol ; 7/3 ; v/v
¢luant Q : chloroforme/éthanol ; 7/3 ; v/v

¢luant R : chloroforme/méthanol ; 9/1 ; v/v
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IV.2. Matériels et méthodes

Les méthodes et matériels de purification et d’analyse sont les mémes que ceux

décritsdans la 17 partie.

IV.3. Micro-ondes

Les irradiations micro-ondes ont été réalisées au moyen de deux types de four micro-
onde : un four micro-onde domestique qui a été utilis¢é en mode décongélation et un four

micro-onde de laboratoire (Milestone, mode¢le : MicroSynth).
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IV.4. Syntheéses

1,3-di(2-acétoxyéthyl)thymine (1b) 1-(2-acétoxyéthyl)thymine (1a)
ACO\/\ [0) H (8}
CH.
N )j/CHZ, \N)j/ s
O//I\N O)\N
AcO AcO

Apres avoir introduit dans un bécher de 250 mL, 6 mmol (0,757 g) de thymine
dissoute dans 20 mL de DMF, on ajoute 0,72¢g (3 ¢q) d’hydrure de sodium dispersé a 60%
dans une huile minérale, le mélange est activé cinq minutes au micro-onde (5 fois 1 min). On
ajoute 2 mL (3 €q) d’acétate de 2-bromoéthyle et on active de nouveau cinq fois une minute.
La réaction est alors traitée. Le brut réactionnel est placé dans une ampoule a décanter avec 40
ml de chloroforme et 30 mL d’eau, on récupere la phase organique et on extrait la phase
aqueuse avec 2 fois 20 ml de chloroforme. Les trois phases organiques sont rassemblées et
lavées avec 20 ml d’eau et, aprés séchage sur MgSQy, filtration, puis évaporation du solvant,
le produit est purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice en utilisant un gradient
d’¢éluant éther de pétrole/acétone. On récupere 0,792g (46,5%) du composé 1b et 0,348¢g
(27,3%) du composé 1a.

1,3-di-(2-acétoxyéthyl)thymine (1b) : huile translucide ; Rf (¢luant A ) = 0.46

Ci3HisN,Og M = 298,29

RMN'H (CDCls) (Tableau 1) : & = 6,97 (1H, q, J=1Hz, H-6), 4,31 (4H, dt, J=4,8Hz, ]=5,4Hz,
H-B, H-B’), 4,25 (2H, t, J=5,4Hz, H-a’), 3,96 (2H, t, J=4,8Hz, H-a), 2,07 (3H, s, CH3-CO),
2.01 (3H, s, CH3-CO), 1,93 (3H, d, J=1Hz, CH;-thymine).

RMN"C ( CDCl; ): & = 170,97 (-OCO-), 170,51 (-OCO-), 163,61 (C-4), 151,43 (C-2),
138,86 (C-6), 109,82 (C-5), 61,83 (CH»-B’), 61,26 (CH,-P), 48,41 (CHx-0’), 40,21 (CH,-av),
20,86 (CH;CO-0), 20,74 (CH3CO-0), 13,01 (CH;3-thymine).

IR (KBr): 3071 cm™ (C-H), 1743 cm™ (C=0 des acétyles), 1702 cm™ (C=0 de la thymine),
1604 cm™ (C=C), 1231 cm™ (C-O-C).
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1-(2-acétoxyéthyl)thymine (1a) : solide blanc ; Rf (éluant A) =0.25 ; Tf= 160 °C

CoH2N,O4 M =212,20

RMN'H (CDCls) (Tableau 1) : & = 8,54 (1H, s, H-3), 6,98 (1H, q, J=1,1Hz, H-6), 4,31 (2H, d,
J=5,3Hz, H-B), 3,96 (2H, d, J=5,3Hz, H-a), 2,07 (3H, s, CH3-CO), 1,93 (3H, d, J=1,1Hz,
CH3;-thymine) .

IR (KBr): 3160 cm™ (NH), 3039 cm™ (C-H), 1732 cm™ (C=0 des acétyles), 1694 cm™ (C=0
de la thymine), 1604 cm™ (C=C), 1224 cm™ (C-O-C).
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1,3-di(2-hydroxyéthyl)thymine (2b)

HO

\/\)N\)?E/cm

0" N

Dans le ballon contenant le composé 1b (0,791g, 2,6mmol), on ajoute 23 mL d’un
solution de méthanolate de sodium dans le méthanol a 0,5 M (2 €q). L’ensemble est mis sous
agitation, et on suit la réaction par CCM dans 1’¢éluant B. On arréte la réaction au bout de 30
minutes. On neutralise la solution par ajouts de résine H', on filtre sur fritté, puis on évapore a

sec. On récupere ainsi 0,478g (86%) du composé 2b.

1,3-di-(2-hydroxyéthyl)thymine ( 2b) : solide blanc ; Rf (¢luant B ) =0.34 ; Tf=112°C
CoH1aN,O4 M =214,22

RMN'H (CD;0D) (Tableau 2): = 7,39 (1H, q, J=1Hz, H-6), 4,11 (2H, t, ]=6,2Hz, H-0"),
3,85 (2H, t, J=5,1Hz, H-a), 3,75 (2H, t, J=5,1Hz, H-B), 3,71 (2H, t, J=6,2Hz, H-B"), 1,89 (3H,
d, J=1Hz, CH3-thymine).

IR (KBr): 3486 cm™ (OH), 3071 cm™ (C-H), 1706 cm™ (C=0 de la thymine), 1604 cm™
(C=C), 1224 cm™ (C-0-C).
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1-(2-hydroxyéthyl)thymine (2a)
0
H )lj/cm
1]
O//I\N

7

H

On applique un protocole identique a celui utilisé pour la préparation du composé 2b
en prenant 7mL d’une solution de méthylate de sodium dans le méthanol a 0,5 M (2¢q). A

partir de 0,34g (1,6mmol) de composé 1a on récupere 0,162g (59,4%) du composé 2a.

1-(2-hydroxyéthyl)thymine (2a) : solide blanc ; Rf (¢luant B)=0.33 ; Tf= 180°C

C7HoN,O3 M =170,16

RMN'H (CD;OD) (Tableau 2) : & = 7,39 (1H, q, J=1,1Hz, H-6), 3,81 (2H, t, J=4,8Hz, H-0),
3,74 (2H, t, J=4,8Hz, H-B), 1,86 (3H, d, J=1,1Hz, CH3-thymine).
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1,3-di(2-chloroéthyl)thymine (3b)
Cl

N1 en,
Yy

(0] N

Le composé¢ 2b (0,178g, 0,83mmol) est dissous dans 10 mL de DMF anhydre.
L’ensemble est mis sous atmosphére d’argon. 2 éq (0,250 mL) de chlorure de thionyle sont
ajoutés goutte a goutte. La réaction est suivie par CCM dans 1’¢éluant B. Elle est arrétée au
bout d’une heure, puis on évapore le mélange réactionnel a sec. Le brut est alors traitée : il est
placé dans une ampoule a décanter avec 40 ml de chloroforme et 15 mL d’une solution de
NaHCOs; saturée, on récupere la phase organique qui est lavée 2 fois avec 20 mL d’eau, le pH
est alors neutre. Aprés séchage sur MgSQy, filtration, puis évaporation du solvant, le produit
est purifié par chromatographie sur couche mince dans I’¢luant D. On récupere 100mg (48%)

du composé 3b.

1,3-di(2-chloroéthyl)thymine (3b) : huile marron ; Rf (éluant B) = 0.75

CoH,CLbN,O, M =251,11

RMN'H (CDCly) (Tableau 3): 8= 7,07 (1H, q, J=1,1Hz, H-6), 4,33 (2H, t, J=6,7Hz, H-
'), 4,04 (2H, t, J=5,5Hz, H-a), 3,81 (2H, t, J=5,5Hz, H-p), 3,73 (2H, t, J=6,7Hz, H-p’), 1,95
(3H, d, J=1,1Hz, CH3-thymine).

RMN"C (CDCl3 ) : § = 163,43 (C-4), 151,19 (C-2), 139,61 (C-6), 109,63 (C-5), 40,03 (CH.-
B), 41,93 (CH,-B), 42,28 (CHa-0"), 51,58 (CHa-01), 12,98 (CH;-thymine).

IR (KBr): 3072 cm™ (C-H), 1704 cm™ (C=0 de la thymine), 1606cm™ (C=C), 1225 cm™ (C-
0-C), 654 cm™ (C-Cl).
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1-(2-chloroéthyl)thymine (3a)
(o)

H CH,
N
Y

(0] N

On applique un mode opératoire identique a celui utilisé pour la synthése du composé
3b. A partir de 0,132g (0,78mmol) de composé 2a, on obtient apres purification (éluant B)
28,4% (42 mg) du composé¢ 3a.

1-(2-chloroéthyl)thymine (3a) : solide blanc ; Rf (¢luant B) = 0,75 ; Tf=203°C

C7HoCIN,O, M = 188,61

RMN'H (CD;OD) (Tableau 3) : 8 = 7,44 (1H, q, J=1,0Hz, H-6), 4,04 (2H, t, J=5,9Hz, H-B),
3,81 (2H, t, J=5,9Hz, H-a), 1,87 (3H, d, J=1,0Hz, CH;3-thymine).

IR (KBr): 3158 cm” (NH), 3095 cm™ (C-H), 1714 cm™ (C=O de la thymine), 1616cm™
(C=C), 1225 cm™ (C-0-C), 659 cm™ (C-Cl).
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1-(2-désoxy- B-D-ribofuranosyl)-3-(2-chloroéthyl)thymine (4)

(0] Cl
|
HO o N/J%O

HO

Par chauffage classique :

Dans un ballon de 100 mL, on introduit 246 mg (I mmol) de thymidine qui sont
dissouts dans 20 mL de DMF. 490 mg (5 ¢q) de K,COs sont ajoutés au mélange réactionnel.
La solution est mise sous atmosphére d’argon et sous agitation. Au bout de 20 min, 2 mL (25
€q) de dichloroéthane sont ajoutés a la solution, le ballon est plongé dans un bain d’huile a 60
°C et I’agitation est poursuivie. La réaction est suivie par CCM dans 1’¢luant 1. La réaction est
arrétée au bout de 7h, le milieu réactionnel est alors filtré sur fritté et le solvant évaporé. Le
brut réactionnel est purifié sur plaques chromatographiques dans I’¢luant J. On récupére 149

mg du composé 4, soit un rendement de 49%.

Par irradiation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 242 mg (2 mmol) de thymidine qui sont dissous
dans 10 mL de DMF. 490 mg (5 éq) de K,CO; et 2 mL (20 éq) de dichlorométhane sont
ajoutés au mélange réactionnel. La solution est mise sous atmospheére d’argon et sous
agitation puis est activée par irradiation micro-onde (P = 100 W, T = 80 °C). La réaction est
suivie par CCM dans 1’¢éluant Q. La réaction est arrétée au bout de 20 minutes d’activation, le
milieu réactionnel est alors filtré sur fritté et le solvant évaporé. Le brut réactionnel est purifié
sur plaques chromatographiques dans 1’¢luant Q. On récupere 129 mg du composé 8, soit un

rendement de 42 %.
1-(2-désoxy-p-D-ribofuranosyl)-3-(2-chloroéthyl)thymine 4 : huile ; Rf(¢luant I) = 0,7
C12H17C1N205 M= 304,73

RMN'H (CD;OD) : § = 7,85(1H, q, J=0,8Hz, H-6), 6,29 (1H, t, J=6,7Hz, H-1"), 4,39 (1H, dt,
J=6,7Hz, 1=3,5Hz, H-3"), 4,25 (2H, t, J=6,9Hz, H-a), 3,91 (1H, dd, J=3,5Hz, J=6,7Hz, H-4"),
3,80 (1H, dd, J=12,2Hz, J=3,5Hz, H-5’a), 3,73 (1H, dd, J=12,2Hz, J=3,5Hz, H-5’b), 3,71 (2H,
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t, J=6,9Hz, H-*), 2,28 (1H, ddd, J=13,5Hz, J=6,7Hz, J=3,7Hz, H-2’a), 2,20 (1H, ddt,
J=13,5Hz, J=6,7Hz, ]=3,7Hz, H-2’b), 1,91 (3H, d, J=0,8 Hz, CHs-thymine).

Dans les deux cas d’activation, il se forme un sous produit, le 1,2-di-[1-(2-désoxy-[-D-

ribofuranosyl)-3-thyminyl]éthane (4°).

N \LAA )\)T
"

huile ) Rf (éluant Q) = 0,2, C22H30N4010 M= 510,50

RMN'H (CD;OD) : = 7,78 (2H, q, J=1,1Hz, H-6), 6,17 (2H, t, J=6,5Hz, H-1"), 4,37 (2H, dt,
J=6,5Hz, J=3,8Hz, H-3"),4,32 (2H, m, H-o’), 4,19 (2H, t, J=6,9Hz, H-p’), 3,89 (2H, q,
J=3,8Hz, H-4"), 3,80 (2H, dd, J=12,1Hz, J=3,8Hz, H-5"a), 3,71 (2H, dd, J=12,1Hz, J=3,8Hz,
H-5'b),, 2,26 (2H, ddd, J=13,5Hz, J=6,5Hz, J=3,8Hz, H-2’a), 2,20 (2H, ddd, J=13,5Hz,
J=6,5Hz, J=3,8Hz, H-2’b), 1,83 (6H, d, J=1,1 Hz, CH;-thymine).
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1-(2,3,5-tri-0-benzoyl-B-D-ribofuranosyl)thymine (5)

(0
H;C
| NH
BzO /go
o N
BzO OBz

Dans un bicol de 100 ml surmonté d’un réfrigérant, on introduit 500 mg (4 mmole) de
thymine et 20 ml de 1,2-dichloroéthane. On ajoute, sous atmosphere d’argon, 0,676 ml de
HMDS (3,2 mmole, 0,8 éq.) et 0,3 ml de TMSCI (3,2 mmole, 0,8 éq.) et on chauffe a 80°C ce
mélange jusqu’a obtention d’une solution limpide (environ 3 heures). On laisse refroidir et on
ajoute successivement 2,016 g de 1-0-acétyl-2,3,5-tri-0-benzoyl-B-D-ribofuranose (4 mmole,
1 éq.) dissous dans 20 ml de 1,2-dichloroéthane anhydre et 932 pl de tétrachlorure d’étain (2
€q.). On suit I’évolution de la réaction par chromatographie sur couche mince dans I’¢luant G.
La réaction est arrétée apres 1 heure 30, le brut réactionnel est placé dans une ampoule a
décanter avec 30 ml d’une solution basique saturée de NaHCO; et 60 ml de chloroforme, on
récupere la phase organique et on extrait la phase aqueuse avec 2 fois 40 ml de chloroforme.
Les trois phases organiques sont rassemblées et lavées avec 20 ml d’eau et, apres séchage sur
MgSO,, filtration, puis évaporation du solvant, le produit est purifié par chromatographie sur
colonne de silice en utilisant 1’¢luant H. On récupére 1,97g de composé 5 sous forme de

solide blanc (86,5%).

1-(2,3,5-tri-0-benzoyl-p-D-ribofuranosyl)thymine 5 ; Rf = 0,53 (¢éluant G) ; Tf = 92-94°C.
[a]p =-21,1°(c=1, CHCls)

C31Ha6N209 M = 570,55

RMN 'H (CDCl): & = 8,80 (1H, s, N-H), 7,15 (1H, q, J=1Hz, H-6), 6,43 (1H, d, J= 6,4Hz, H-
1), 5,91 (1H, dd, J=6,4Hz, J=3,8Hz, H-3’), 5,75 (1H, t, J=6,4Hz, H-2"), 4,88 (1H, dd, J=
12,1Hz, J=2,5Hz, H-5"a), 4,70 (1H, dt, J=2,5Hz, J=3,8Hz, H-4"), 4,64 (1H, dd, J=12,1Hz, J=
3,8Hz, H-5’b), 1,59 (3H, d, J=1Hz, CH3-thymine).

RMN"C ( CDCl; ): 8 = 163,27 (C-4), 150,29 (C-2), 134,84 (C-6), 112,22 (C-5), 86,93
(C-1°), 80,62 (C-4"), 73,37 (C-2°), 71,44 (C-3"), 63,94 C-5"), 12,11 (CH3-thymine).

IR (KBr): 3186 cm™ (N-H), 3065 cm™ (C-H), 1724 cm™ (C=0 benzoyle), 1694 cm™ (C=0
thymine), 1603 cm™ (C=C), 1266 cm™ (C-O-C).
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1-(2,3,5-tri- 0-benzoyl- B-D-ribofuranosyl)-3-(2-chloroéthyl)thymine (6)

H;C R N/\/
X

BzO o N 0o

Cl

BzO OBz

Par chauffage classique :

Dans un ballon de 25 mL, on introduit 213 mg (0,37mmol) du composé 5. On ajoute 5
mL de 1,2-dichloroéthane, puis 349 mg (3,7mmol) de K,COs;. On ajoute au mélange
réactionnel 1 mL de DMF. Le milieu réactionnel est placé dans un bain d’huile a 70°C, sous
agitation et sous atmosphere d’argon. La réaction est suivie par CCM dans 1’éluant G. Apres 7
heures de réaction, on filtre sur fritté, puis on évapore a sec. On récupere le composé 6

(240mg) avec un rendement quantitatif.

Par irradiation micro-onde :

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 213 mg (0,37 mmol) du composé 5 qui sont
dissous dans 8 mL de DMF. 183 mg (5 ¢q) de K,CO; et 0,6 mL (20 éq) de dichlorométhane
sont ajoutés au mélange réactionnel. La solution est mise sous atmosphére d’argon et sous
agitation puis est activée par irradiation micro-onde (P = 100 W, T = 80 °C). La réaction est
suivie par CCM dans I’¢luant G. La réaction est arrétée au bout de 20 minutes d’activation, le
milieu réactionnel est alors filtré sur fritté et le solvant évaporé. Le brut réactionnel est purifié
sur plaques chromatographiques dans 1’¢luant G. On récupére 165 mg du composé 6, soit un
rendement de 70 %.

1-(2,3,5-tri-0-benzoyl-p-D-ribofuranosyl)-3-(2-chloroéthyl)thymine 6 ; mousse ; Rf= 0,86
C33H29C1N209 M= 633,05

RMN 'H (CDCLy): 8 = 7,17 (1H, q, J=1,1Hz, H-6), 6,39 (1H, d, J=5,9Hz, H-1"), 5,94 (1H, dd,
J=5,9Hz, J=4.2Hz, H-3"), 5,76 (1H, t, J=5,9Hz, H-2’), 4,90 (1H, dd, J=12,3Hz, J=2,7Hz, H-
5’a), 4,71 (1H, ddd, J=2,7Hz, J=4,2Hz, J=5,9Hz, H-4’), 4,64 (1H, dd, J=12,3Hz, J=4,2Hz, H-
5°b), 4,26 (2H, m, J=6,6Hz, CH,-a’), 3,64 (2H, m, J=6,6Hz, CH,-f’), 1,65 (3H, d, J=1,1Hz,
CHj;-thymine).

RMN"C (CDCl3 ) : & = 162,79 (C-4), 150,87 (C-2), 133,53 (C-6), 111,32 (C-5), 88,3 (C-1"),
80,5 (C-4"), 73,63 (C-2°), 71,33 (C-3°), 63,69 (C-5"), 42,33 (CH-a"), 39,78 (CH,-f), 12,83
(CHj3-thymine).
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1-(B-D-ribofuranosyl)-3-(2-chloroéthyl)thymine (7)

(0] Cl
H3C\(KN/\/
|
HO N/gO
(0]
HO OH

Dans un ballon de 50 mL, on introduit 280 mg (0,4 mmol) du composé benzoylé qui
sont dissout dans 8 mL de MeOH. On ajoute au mélange réactionnel 400 mg de résine basique
OH/, et on applique une agitation douce. La réaction est suivie par CCM dans 1’¢luant F. La
réaction est arrétée au bout de 5h30, et on ajoute alors au milieu réactionnel du MeOH. On
filtre sur fritt¢é et on évapore a sec. Le brut réactionnel est purifié sur plaques
chromatographiques dans 1’¢luant F. On récupére ainsi 38 mg de produit soit un rendement de

27%.

1-(B-D-ribofuranosyl)-3-(chloroéthyl)thymine 7: solide blanc ; Rf (¢luant F)= 0,47 ; Tf=92°C
C12H17C1N206 M= 320,72

RMN'H (CD;0D) : & = 7,90 (1H, q, J=1Hz, H-6), 5,92 (1H, m, H-1), 4,26 (2H, dt, ]=6,8Hz,
J=0,5Hz, CH,-a’), 4,16 (1H, m, H-2"), 4,16 (1H, m, H-3"), 4,00 (1H, m, H-4"), 3,86 (1H, dd,
J=12,2Hz, J=2,6Hz, H-5’a), 3,74 (1H, dd, J=12,2Hz, J=2,6Hz, H-5’b), 3,71 (2H, t, J=6,8Hz,
CH»-p’), 1,90 (3H, d, J=1Hz, CH3-thymine).
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3-(2-chloroéthyl)uridine (¢

HO OH

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 488 mg (2 mmol) d’uridine qui sont dissous dans
8 mL de DMF. 1,38 g (5 éq) de K,COs et 3,15 mL (20 éq) de dichlorométhane sont ajoutés au
mélange réactionnel. La solution est mise sous atmosphére d’argon et sous agitation puis est
activée par irradiation micro-onde (P = 100 W, T = 80 °C). La réaction est suivie par CCM
dans I’¢luant Q. La réaction est arrétée au bout de 20 minutes d’activation, le milieu
réactionnel est alors filtré sur fritté et le solvant évaporé. Le brut réactionnel est purifié sur
plaques chromatographiques dans 1’¢luant Q. On récupere 289 mg du composé 8, soit un

rendement de 47%.

3-(2-chloroéthyl)uridine 8 : huile ; Rf(¢luant Q) = 0,55

C11H;5sCIN,05 M = 306,7

RMN'H (CD:OD) : & = 8,05 (1H, d, J=8,2Hz, H-6), 5,91 (1H, d, J=5,1Hz, H-1°), 5,77 (1H, d,
J=8,2Hz, H-5), 4,25 (2H, dt, J=6,8Hz, ]=0,7Hz, H-), 4,16 (2H, t, J=5,1Hz, H-2"), 4,15 (1H,
t, J=5,1Hz, H-3"), 4,01 (1H, dt, J=5,1Hz, J=2,8Hz, H-4"), 3,86 (1H, dd, J=12,2Hz, J=2,8Hz,
H-5°a), 3,74 (1H, dd, J=12,2Hz, J=2,8Hz, H-5°b), 3,72 (2H, t, J=6,8Hz, H-p").
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2,3,4,6-tétra-o-acétyl-a-D-glucopyranose (10)

OAc
0]

2 t%0)

OAc
OH

Dans un ballon de 10 mL, on introduit 1,01g (2,58 mmol) de pentaacétate-p-D-glucose
qui sont dissouts dans 3 mL de DMF. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et
atmospheére inerte. Puis on introduit 0,338g (3,67mmol) d’acétate d’hydrazine. Le mélange
réactionnel est alors placé dans un bain d’huile a 50°C. La réaction est suivie par CCM dans

I’éluant K. La réaction est arrétée au bout de 1h20.

Le brut réactionnel, une fois a température ambiante, est placé dans une ampoule a
décanter de 125 mL et on ajoute 50 mL d’acétonitrile. La phase organique est lavée avec deux
fois 30 mL d’une solution saturée en NaCl, puis neutralisée avec 5 mL de NaHCOs. La phase
organique est lavée avec 2 fois 30 mL d’eau, séchée sur MgSO,, puis filtrée et le solvant

évaporé. On récupére 767 mg du produit désiré (rendement = 85,3%).

2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranose 10 : huile ; Rf (¢luant K) = 0.38
C14H20010 M= 348,30

RMN'H (CDCL) : § = 5,54(1H, t, J= 9,8Hz, H-3"), 5,47(1H, de, J= 3,8Hz, H-1>"), 5,1 (1H, t,
J=9,8Hz, H-4>), 4,91 (1H, dd, J=9,8Hz, J=3,8Hz, H-2""), 4,28 (1H, ddd, J=9,8Hz, J=4,4Hz,
J=1,8Hz, H-5""), 4,24 (1H, dd, J=4,4Hz, J=10,1Hz, H-6"a), 4,14 (1H, dd, J=1,8Hz, J=10,1Hz,
H-6"b).
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(2,3,4,6-tétra-o-acétyl-o-D-glucopyranosyl)trichloroacétimidate (11)

OAc
O
5% NH
OAc Y
0-C

Dans le ballon contenant le composé 10 (767mg, 2,2mmol), 7 mL de CH,ClI, anhydre
sont ajoutés pour le dissoudre. Le milieu réactionnel est placé dans un bain de glace, sous
atmosphere inerte et agitation. Puis 2,2 mL (10 éq) de CCI:CN et 100 pL (0,3 éq) de DBU
sont ajoutés au mélange réactionnel. On observe une coloration « rouge brique » apres 1’ajout
du catalyseur. La réaction est suivie par CCM dans 1’éluant K. Elle est arrétée au bout de
1h15, et la concentration est réduite par évaporation. Le mélange est alors purifié sur colonne
chromatographique de silice dans I’¢luant L. On récupére 893 mg du composé 11 soit un

rendement de 82%.

(2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranosyl)trichloroacétimidate 11: huile ; Rf(éluant K) =
0.56

C16H20C1N010 M= 492,69

RMN'H (CDCl3) : & = 8,69 (1H, s, NH), 6,56 (1H, d, J=3,7Hz, H-1""), 5,57 (1H, t, J=9,8Hz,
H-3"), 5,18 (1H, t, J=9,8Hz, H-4>), 5,13 (1H, dd, J=9,8Hz, J=3,7Hz, H-2""), 4,27 (1H, dd,
J=4,1Hz, J=12,3Hz, H-6"a), 4,21 (1H, ddd, J=2,1Hz, J=4,1Hz, J=9,8Hz, H-5>"), 4,13 (1H, dd,
J=2,1Hz, J=12,3Hz, H-6"b).
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1-[2-(2,3,4,6-tétra-0-acétyl-B-D-glucosyloxy)-éthyl|thymine (9)
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Dans un ballon de 25 mL, on dissout 33 mg (0,2mmol) de 1-(2-hydroxyéthyl)thymine
(2a) dans 2 mL d’acétonitrile anhydre puis on y additionne le mélange de 147 mg du
trichloroacétimidate dans 6 mL d’acétonitrile anhydre. Du tamis moléculaire 3A,
préalablement activé, est alors ajouté. Le mélange réactionnel est placé sous atmosphere
inerte et agitation. A 1’aide d’une seringue on introduit 0,05 mL (1,5 éq) de TMSOTT. La
réaction est suivie par CCM dans I’¢luant M. Apres 4hl5 elle est arrétée, le milieu est
neutralisé par une solution de triéthylamine, puis le solvant est évaporé. Le brut réactionnel
est dissout dans I’acétate d’éthyle. On observe la formation d’un précipité blanc, ce dernier est
filtré et le filtrat récupéré. Le solvant est alors évaporé sous pression réduite. On procéde alors
a la purification par chromatographie sur couche mince dans 1’éluant M. On récupére 42 mg

du composé désiré soit un rendement de 42%.

1-[2-(2,3,4,6-tétra-0-acétyl-B-D-glucosyloxy)-éthyl]thymine 9 : huile ; Rf (¢luant M) = 0,32
C23H33N2012 M= 529,52

RMN'H (CDCls) : & = 8,81 (1H, s, H-3), 7,02(1H, g, J=0,9Hz, H-6), 5,19 (1H, t, ]=9,5Hz, H-
3>, 5,05 (1H, t, J=9,5Hz, H-4""), 4,99 (1H, dd, J=7,9Hz, J=9,5Hz, H-2""), 4,47 (1H, d,
J=7,9Hz, H-1""), 4,26 (1H, dd, J=4,9Hz, J=12,5Hz, H-6""a), 4,11 (1H, dd, J=2,2Hz, J=12,5Hz,
H-6"°b), 4,05 (2H, m, H-a), 3,78 (2H, m, H-B), 3,70 (1H, ddd, J=9,5Hz, J=4,9Hz, J=2,2Hz,
H-5"%), 1,93 (3H, d, J=0,9Hz, CH3-thymine).
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1-bromo-2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranose

OAc
(0]
%%
OAc
Br

Le glucose peracétylé (3g; 7,7mmol) est dissous, a 4 °C, dans 4mL d’une solution a
33% de HBr dans I’acide acétique. La réaction est laissée sous agitation pendant 4 heures puis
le mélange réactionnel est mis au réfrigérateur pendant 12 heures. L’excés d’acide
bromhydrique est chass¢ a 0°C par barbotage d’argon suivi d’une extraction par le
dichlorométhane (20mL) et I’eau bidistillée (2 x 40mL), puis une neutralisation rapide avec
une solution saturée de NaHCOs5 glacée (2 x SmL). Apres lavage de la phase organique a 1’eau
distillée (2 x 40mL), séchage sur MgSOy, filtration et évaporation du solvant, le produit brut
est recristallisé deux fois dans 8mL d’éther diisopropylique. On isole alors 2,60g (82%) de 1-

bromo-2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranose.
1-bromo-2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranose : solide blanc ; Rf(éluant N) = 0,6 ; Tf =

88°C (litt. Tf = 88-89°C) ; [a]p = +196°(c=2, CHCl;)
C14H19BI'09 M=41 1,20
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1-[2-(B-D-glucosyloxy)-éthyl]thymine (12)
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Dans un ballon de 25mL on introduit 78mg (0,156 mmol) du composé 9 qui sont
dissous dans 3mL de MeOH puis on ajoute 2,5mL d’une solution de MeONa dans le
méthanol a 0,5M. Le mélange réactionnel est mis sous agitation pendant 3h30. Puis on
procéde a sa neutralisation par ajouts de résine H'. Aprés filtration et concentration, on purifie
le brut réactionnel par chromatographie sur couche mince dans 1’¢luant P. Le composé désiré

est obtenu avec un rendement de 48% (25mg).

1-[2-(B-D-glucosyloxy)-éthyl|thymine 12: huile ; Rf(¢luant P) = 0.26

Ci14H23N2Og M = 347,34

RMN'H (CD;OD) : & = 7,51 (1H, q, J=1,0Hz, H-6), 4,29 (1H, d, ]=7,9Hz, H-1"), 4,04 (1H,
m, H-6""a), 3,95 (1H, m, H-6"b), 3,65 (1H, m, H-5""), 3,26 (2H, m, H-3"’ et H-4""), 3,15 (1H,
dd, J=7,9Hz, J=9,0Hz, H-2""), 4.05 (2H, m, H-a), 3,77 (2H, m, H-B), 1,86 (3H, d, J=1,0Hz,
CHj3-thymine).
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1-[2-(B-D-glucosyloxy)-éthyl]-3-[2-chloroéthyl|thymine (13)
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Dans un ballon de 25mL, on introduit 20mg (0,06 mmol) du composé 12 qui sont
dissous dans 2mL de DMF anhydre. 43mg (5¢q) de K,CO; et 119uL (25éq) de 1,2-
dichloroéthane sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange est mis sous agitation et
atmosphere inerte pendant 7h30. Apres filtration et concentration, le brut réactionnel est
purifié par chromatographie sur couche mince dans 1’¢luant Q. Apres désorption, filtration et

¢vaporation du solvant, on récupére Smg du produit désiré, soit un rendement de 21%.

1-[2-(B-D-glucosyloxy)-éthyl]-3-[2-chloroéthyl]thymine 13: huile ; Rf(éluant Q) = 0.49
Ci6H26CIN,Os M = 409,84

RMN'H (CD;0D) : § = 7,54 (1H, q, J=0,9Hz, H-6), 4,28 (1H, d, J=7,8Hz, H-1""), 4,26 (2H, t,
J=6,9Hz, H-a’), 4,03 (2H, m, H-a), 3,87 (2H, m, H-6"’a et H-6"’b), 3,85 (2H, m, H-P), 3,71
(2H, t, J=6,9Hz, H-B"), 3,63 (1H, m, H-5""), 3,25 (2H, m, H-3"" et H-4"’), 3,14 (1H, dd,
J=8,9Hz, J=7,8Hz, H-2""), 1,89 (3H, d, J=0,9Hz, CH3-thymine).
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5'-0-(2,3,4,6-tétra-0-acétyl-B-D-glucosyloxy)thymidine (14)

Dans un ballon de 25 mL, 100mg (0,413 mmol) de thymidine et 174mg (1 ¢q) de 1-
bromo-2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranose sont solubilisés dans 4 mL d’acétonitrile. Le
milieu réactionnel est mis sous agitation et atmosphere inerte. Puis le ballon est placé dans un
bain de glace et on injecte 100 puL (2 éq) de tétrachlorure d’étain. Quand le mélange
réactionnel est parfaitement solubilisé, le ballon est retiré du bain de glace et I’agitation est
poursuivie pendant 5 minutes.

Puis le mélange réactionnel est neutralisé par ajouts de NaHCO; solide et d’eau, et la
phase organique est extraite avec du dichlorométhane (2 x 40 mL). Aprés séchage sur MgSOg4
, filtation et évaporation du solvant, le produit brut est purifi¢ par CCM préparative dans

I’¢luant R. On récupere 37,5mg du composé désiré, soit 16 % de rendement.

5’-0-(2,3,4,6-tétra-0-acétyl-B-D-glucosyloxy)thymidine 14: mousse blanche ; Rf (éluant R) =
0,45 ; Tf=88°C

Ca6H39N2014 M = 603,60

RMN'H (CDCL) : & = thymine : 8,84 (1H, s, H-3), 7,49 (1H, sé, H-6), 2,00 (3H, sé, CH3-
thymine) ; ribofuranose : 6,39 (1H, dd, J=6,3Hz, J=7,6Hz, H-1"), 4,38 (1H, m, H-3"), 4,19
(1H, dd, J=2,8Hz, J=10,3Hz, H-5’a), 4,11 (1H, m, H-4"), 3,70 (1H, dd, J=1,8Hz, J=10,3Hz,
H-5’b), 2,30 (1H, ddd, J=1,8Hz, J=6,3Hz, J=13,7Hz, H-2’a), 2.11 (1H, m, H-2’b),
glucopyranose : 5,26 (1H, t, J=9,6Hz, H-3""), 5.07 (1H, t, J=9,6Hz, H-4""), 4,98 (1H, dd,
J=8,2Hz, J=9,6Hz, H-2""), 4,56 (1H, d, J=8,2Hz, H-1""), 4,31 (1H, dd, J=4,6Hz, J=12,4Hz, H-
6’’a), 4,14 (1H, dd, J=2,2Hz, J=12,4Hz, H-6’"b), 3,75 (1H, ddd, J=2,2Hz, J=4,6Hz, J=12,4Hz,
H-5’) ; acétyles : 2,07-2,02 (12H, s, CH3-COO).
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5'-0-B-D-glucosyloxythymidine (15)
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Dans un ballon de 25 mL, on introduit 125mg (0,218 mmol) du composé 14 qui sont
solubilisés dans 1mL de méthanol, puis on ajoute 3,5 mL de MeONa/MeOH a 0,5M. Le
mélange réactionnel est mis sous agitation et atmosphere inerte pendant 2h40. Puis on
procéde a sa neutralisation par ajouts de résine H'. Aprés filtration, rincage de la résine et
concentration réduite du solvant, on purifie le mélange réactionnel par chromatographie sur
couche mince dans 1’¢luant P. Le composé attendu est obtenu avec un rendement de 67 %

(59mg).

5’-0-B-D-glucosyloxythymidine 15: solide blanc ; Rf (¢luant P) = 0,23 ; Tf= 126°C
CisH31N2O19 M =43545

RMN'H (CD;OD) : & = thymine : 7,82 (1H, q, J=1,2Hz, H-6), 1,90 (3H, d, J=1,2Hz, CH3-
thymine) ; ribofuranose : 6,32 (1H, dd, J=6,5Hz, J=7,5Hz, H-1"), 4,52 (1H, dt, J=2,5Hz,
J=5,7Hz, H-3"), 4,23 (1H, dd, J=2.5Hz, J=10,8Hz, H-5"a), 4,09 (1H, q, J=2,5Hz, H-4"), 3,72
(1H, dd, J=2,5Hz, J=10,8Hz, H-5’b), 2,29 (1H, ddd, J=5,7Hz, J=7,5Hz, J=13,6Hz, H-2’a),
2,23 (1H, ddd, J=2,5Hz, J=6,5Hz, J=13,6Hz, H-2’b), glucopyranose : 4,34 (1H, d, J=7,8Hz,
H-1""), 3,89 (1H, dd, J=1,7Hz, J=11,9Hz, H-6""a), 3,66 (1H, dd, J=5,7Hz, J=11,9Hz, H-6"’b),
3,37 (1H, t, J=8,8Hz, H-3"’), 3,32 (1H, m, H-5"), 3,27 (1H, t, J=8,8Hz, H-4""), 3,20 (1H, dd,
J=7,8Hz, J=8,8Hz, H-2"").
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5'-0-B-D-glucosyloxy-3-(2-chloroéthyl)thymidine (16)
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Dans un bicol de 25 mL, on introduit 56mg (0,139 mmol) du composé 15 qui sont
dissous dans 7 mL de DMF anhydre. On ajoute 105mg (5 éq) de K,COs et 280 uL (25 éq) de
1,2-dichloroéthane. Le milieu réactionnel est activé 10 x 2 minutes par irradiation micro-onde
(P =120W, T = 80°C). Apres filtration et évaporation, le brut réactionnel est purifi¢ par CCM
préparative dans I’¢luant P. Aprés désorption, filtration et évaporation du solvant, on récupere

22 mg de produit désiré, soit un rendement de 22 %.

5’-0-B-D-glucosyloxy-3-(2-chloroéthyl)thymidine 16: huile ; Rf(¢luant P) = 0,52
CyH34CIN2O19 M =497,95

RMN'H (CD;0OD) : 6 = thymine : 7,74 (1H, q, J=0,8Hz, H-6), 1,97 (3H, s¢, CH3-thymine) ;
ribofuranose : 6,37 (1H, t, J=6,8Hz, H-1"), 4,60 (1H, m, H-3"), 4,24 (1H, dd, J=3,1Hz,
J=11,9Hz, H-5’a), 4,23 (1H, m, H-4"), 3,88 (1H, dd, J=5,5Hz, J=11,9Hz, H-5’b), 2,43 (2H, m,
H-2°), glucopyranose : 4,54 (1H, d, J=7,9Hz, H-1""), 4,11 (1H, dd, J=6,3Hz, J=12,3Hz, H-
6’’b), 3,95 (1H, dd, J=2,1Hz, J=12,3Hz, H-6""a), 3,52 (1H, t, J=9,2Hz, H-3"’), 3,49 (1H, ddd,
J=2,1Hz, J=6,3, J=9,2Hz, H-5""), 3,39 (1H, t, J=9,2Hz, H-4""), 3,33 (1H, dd, J=7,9Hz,
J=9,2Hz, H-2"") ; chloroéthyle : 4,33 (2H, t, ]=6,4Hz, H-a), 3,83 (2H, t, J=6,4Hz, H-).
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EVALUATION BIOLOGIQUE
DE QUELQUES MOLECULES SYNTHETISEES

Les analogues de la chlorméthine 3b, 7, 8, RBZK6, RBZKS et le chlorambucil, qui
servira de référence, (schéma 3.1) ont été évalués pour leur activité anticancéreuse sur les
cellules A431, en utilisant comme référence le chlorambucil. Les tests ont été réalisés au
Laboratoire d’Oncologie Cellulaire et Moléculaire de I’Université Paris XIII sous la

direction du professeur Michel Kraemer.

I. MATERIELS ET METHODES

I.1. Matériel chimique

1.1.1. Molécules

Nous avons étudi¢ les effets de six molécules (schéma 3.1). Les trois premicres ont été
synthétisées au cours de ce travail, RBZK6 et RBZKS ont été synthétisé au laboratoire dans le
cadre du méme programme de synthése d’agents alkylants ; enfin le chlorambucil est la

référence.

cl o cl o 0 Cl 0o Cl
\/\N)‘j/cm \/\N)ﬁ H3C /\/ N/\/
| |
O)\N 0)\N
L w w
HO OH HO OH
3b RBZK 6

Cl
o Hooc/\/\Q—N/_/
CH,-C—N .
6 \—\ Cl

RBZK 8 chlorambucil

Schéma 3.1 : Structure chimique des molécules
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Les solutions-méres sont préparées extemporanément. Les molécules sont dissoutes
dans de I’eau distillée a une concentration de 10 mM (pH 7,4). Le chlorambucil, qui servira de

référence, est préparé dans I’éthanol a une concentration de 10 mM.

1.2. Matériel biologique

1.2.1. Lignée cellulaire

Les études ont été menées sur des cellules de la lignée tumorale A431 provenant de
I’ATCC (American Type Collection Culture). Cette lignée d’un carcinome épidermoide
vulvaire humain se caractérise par une morphologie de cellules épithéliales et un grand
nombre de récepteurs a I’EGF (Malliri et al., 1998). Par ailleurs, ces cellules sécrétent une

quantité importante de VEGF, favorisant I’angiogenese (Melnyk et al., 1996).

1.2.2. Entretien cellulaire

La lignée cellulaire est cultivée dans un milieu de culture DMEM (4500mg/mL de
glucose, pyruvate de sodium et glutaMAX), enrichi de 10% de sérum de veau foetal (SVF)
décomplémenté et contenant un mélange d’antibiotiques (50UI/mL de pénicilline, 50pg/mL
de streptomycine) (Invitrogen). Les cellules sont ensemencées dans des T75 (Falcon) a raison
de 5.10%a 10° cellules/10mL de milieu de culture et maintenues en culture dans un incubateur
a37°Cet5 % de CO, en atmospheére humide. A confluence, les cellules sont rincées avec
une solution saline de phosphate tamponnée (PBS ; Gibco) puis détachées par une solution de
trypsine-EDTA (0,025 % de trypsine, 0,01 % d’EDTA ; Invitrogen) et ré-ensemencées au
1/10°™ de la confluence dans de nouvelles boites de culture. Chaque trypsination correspond

a un passage numerote.

1.3. Etude in vitro

1.3.1. Etude de la viabilité cellulaire
1.3.1.1. Tests MTT

L’effet des différents composés sur la viabilité cellulaire a été étudié¢ grace a un test
MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium ; Sigma-Aldrich)
(Mosmann, 1983).
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1.3.1.1.1. Principe du test MTT

Les sels de tétrazolium, comme le MTT, peuvent étre réduits en milieu alcalin et
donner un composé coloré : le bleu de formazan. Les mitochondries sont capables de réaliser
cette réduction grace a leurs déshydrogénases membranaires. Ainsi, le nombre de
mitochondries fonctionnelles, proportionnel au nombre de cellules vivantes, peut étre

quantifié en fonction de I’intensité de la coloration.

1.3.1.1.2. Etude des effets de doses et du temps

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 96 puits (Falcon) a raison de 5.10°
cellules/100puL dans du milieu complet (10% de SVF). Apres 24h de culture, le milieu est
enlevé et remplacé par du milieu a 2% de SVF contenant des concentrations croissantes de
produits (15uM, 30uM, 60uM, 125uM, 250uM, 500uM et ImM). Apres 72h de traitement,
les cellules sont rincées au PBS puis incubées avec 100uL de MTT (0,2mg/mL de PBS)
pendant 4h a 37 °C et 5 % de CO,. Le MTT, réduit en bleu de formazan, est solubilis¢ par
I’addition de 100puL/puits de DMSO (diméthylsulfoxide ; Sigma-Aldrich). La densité optique
(DO) est mesurée a 595nm grace a un lecteur de plaque Labsystem Multiskan MS. Le

pourcentage de viabilité cellulaire (%V) est déterminé selon la formule suivante :

%V = [DOcellules traitées/ Moy(DOcellules non traitées)] -100

1.3.2. Etude de 1a migration et de I’invasion cellulaires

Nous avons étudi¢ les effets de RBZK7, RBZK8 et CBL sur la migration et 1’invasion
des cellules A431. Pour cela, nous avons utilis¢ des chambres de culture (ou chambre de
migration) appelées chambres de Boyden (Becton Dickinson). Ces chambres sont composées
d’inserts constitués d’une membrane poreuse (membrane de 0,3cm’, pores de 8um), placés

dans des plaques de 24 puits (plaques companions ; Falcon ; Becton Dickinson ).

1.3.2.1. Préparation des inserts pour la migration
Pour I’étude de la migration cellulaire, I’intérieur des inserts (déposés dans les puits de
la plaque companion) est recouvert de 100uL de fibronectine (a 100pug/mL dans du PBS) par

inserts. Aprés une nuit a 4 °C, I’excédent de fibronectine est enlevé, les membranes sont
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rincées 2 fois au PBS puis saturées 1 heure avec 1 % de BSA (albumine bovine ; Sigma-

Aldrich). Le milieu avec 1 % BSA est enlevé.

1.3.2.2. Préparation des inserts pour l’invasion

Pour I’étude de I’invasion cellulaire, I’intérieur des inserts (déposés dans les puits de la
plaque companion) est recouvert par 100uL de Matrigel a (10mg/mL PBS; Becton
Dickinson). La plaque de culture est alors placée dans I’incubateur a 37 °C pendant 3 heures,
puis sous une hotte a flux laminaire (12 a 24 heures) pour permettre la polymérisation du
Matrigel. Les inserts sont stockés a 4 °C puis réhydratés 24 heures avant 1I’expérience avec

500ul de milieu.

1.3.2.3. Préparation des cellules pour la migration

Les cellules A431 sont ensemencées dans des T25 a raison de 1,7.10°-2.10°
cellules/SmL/T25 dans du milieu de culture a 10 % de SVF. Aprés 24h, les cellules sont
rincées au PBS puis traitées par 50 ou 100 uM de 8, RBZKS et chlorambucil (dilution dans du
milieu a 10% de SVF) pendant 24h. Des cellules, servant de témoins, ne sont pas traitées
(milieu 10 % SVF). Apres les traitements par les différentes molécules, les cellules sont
rincées au PBS, détachées a la trypsine, puis comptées. Elles sont alors diluées dans du milieu

dépourvu de sérum mais additionné de 0,1 % de BSA.

1.3.2.4. Préparation des cellules pour l’invasion
Les cellules ne sont pas pré-traitées mais sont mises en méme temps que 8, RBZKS et

chlorambucil a 50 ou 100 uM dans les inserts.

1.3.2.5. Migration cellulaire

Les cellules pré-traitées et non traitées (témoins) sont déposées dans les inserts
recouverts de fibronectine a raison de 10.10* cellules/500uL/insert dans du milieu 0,1 % de
BSA. Du milieu a 10 % de SVF est placé comme chémoattractant dans les puits de la plaque
companion (500uL/puits), afin de permettre la formation d’un gradient chimiotactique de part
et d’autre de la membrane poreuse (schéma 3.2). Aprés 24h de migration dans I’incubateur a
37 °C, le surnageant est enlevé et les inserts sont rincés au PBS sur chaque face. Les cellules

n’ayant pas migré a travers les pores (face interne des inserts) sont éliminées par grattage avec
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un coton-tige, celles qui ont migré sur la fibronectine (face externe des inserts) sont fixées
pendant 10min au méthanol, puis colorées au crystal violet. Les cellules sont comptées au
microscope (Zeiss Axiophot). L’ensemble des cellules est compté (grossissement X200) et les
pourcentages de migration sont déterminés en comparant le nombre de cellules pré-traitées

qui ont migré (Niniwes) a0 nombre de cellules non traitées qui ont migré (Npon traitees). Ainsi :

%Migration = (Ntraitées/ Nnon traitées)-l00

- incubation 20 h a 37°C
- grattage des inserts au
. ) coton tige
100 pl Flbronectlne‘(l ?0 - Fixation 5 minutes
pg/ml) pendant 24 h a 4°C) Insert paraformaldéhyde 4 %
— = - Ringage a I’eau
3 Ringages PBS - Coloration a I’Hemalun
Blocage 1 % BSA ’ pendant 5 minutes
dans 1 H ‘
o e ] | CellulesA 431 (30 000 dans
P — 250 pl de milieu avec 0,1 % BSA)

T

500 pl milieu
3 IOLOLA) SVE Membrane PET 8 um  p1aque companion (24 puits)

Schéma 3.2 : Principe de la migration et de I’invasion cellulaires en chambre de Boyden.

1.3.2.6. Invasion cellulaire

Les cellules non traitées sont déposées dans les inserts recouverts par le Matrigel a
raison de 10.10* cellules/500pL/insert dans du milieu 0,1 % de BSA contenant différentes
concentrations de 8, RBZKS8 et chlorambucil. Comme précédemment, du milieu a 10 % de
SVF est placé dans les puits de la plaque companion (500uL/puits). Apres 24h d’invasion
dans I’incubateur a 37 °C, les inserts sont récupérés et les cellules ayant traversé le Matrigel
sont lavées, fixées, colorées et comptées comme décrit pour 1’étude de la migration. Des
pourcentages d’invasion cellulaire sont calculés de la méme maniére que les pourcentages de

migration.
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1.3.2.7. Zymographie
1.3.2.7.1. Principe

L’activité gélatinolytique des métalloprotéases 2 et 9 contenues dans les surnageants
de culture ainsi que celle de leurs formes zymogenes est étudiée par zymographie. Il s’agit
d’une électrophorése SDS-PAGE effectuée en conditons non réductrices. Le substrat de la
protéase étudiée (gélatine) est copolymérisé avec 1’acrylamide.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 6 puits (Falcon) a raison de 50.10*
cellules/2mL dans du milieu complet (10 % de SVF). L’expérience comporte des temps de
traitement des cellules de 24h, 48h et 72 h. Aprés 24h de culture, le milieu est enlevé et
remplacé par du milieu sans SVF pour les cellules non traitées, et 0,015 mM de 8 pour les
cellules traitées pour la premicre plaque. Les autres plaques sont maintenues avec 10 % de
SVF pour 24h et 48 h supplémentaires. Les surnageants des cellules A431 (sans sérum) sont
récoltés toutes les 24 heures de traitement. Les surnageants sont concentrés avec des
centricons 1000g pendant 1h30 (Millipore) puis dilués dans un tampon d’échantillon non
réducteur SDS 4X, 30 minutes a température ambiante avant le dépot sur un gel de
polyacrylamide 10 % co-polymérisés avec 1 mg/mL de Gélatine (Gélatine type B ; Sigma-
Aldrich) ; substrat préférentiel des MMP-2 et MMP-9. L’¢électrophorese débute a 60V pendant
20 minutes puis continue a 160V a 4 °C. Aprés migration, le SDS est éliminé par des lavages
successifs dans une solution de Triton sous agitation a température ambiante pour permettre la
renaturation des protéines, puis a ’eau distillée. Les gels sont incubés dans un tampon de
digestion (50mM Tris-HCI pH 7,4 ; 0,2M NacCl ; 5 mM CaCl, ; 0,05 % Brij 35) contenant les
¢léments nécessaires a 1’activité enzymatique des MMPs durant 19 heures a 37 °C. Le gel est
enfin coloré pendant 1 heure dans une solution a 30 % de méthanol, 10 % d’acide acétique et
0,5 % de Bleu de Coomassie R.250 puis décoloré dans des bains a 30 % de méthanol, 10 %
d’acide acétique. Les gélatinases sont révélées par une bande claire sur un fond bleu,
correspondant a la protéolyse locale de la gélatine dans le gel.

Sur chacun des zymogrammes réalisés, une fraction de surnageant issue de la culture
de la lignée HT1080 (Fibrosarcome humain, ATCC) et sécrétant les pro-MMP2 et pro-MMP9
en quantité importante est déposée en parallele des échantillons analysés. La quantification
des plages de lyse est effectuée par analyse semi-automatique. La surface (um?), ainsi que la
densité grise des plages de lyse sont mesurées pour chaque dépot effectué, les activités pro-
MMP?2 sont alors exprimées en teinte gris/um®. Les activités ainsi mesurées sont ramenées au
nombre de cellule déterminées dans chaque puits dont sont issus les échantillons analysés

(dosage de protéines). De facon a pouvoir normaliser I’ensemble des valeurs obtenues et
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effectuer une comparaison des activités mesurées a partir des différents gels, la valeur
d’activité mesurée pour la plage de lyse correspondant a I’activité pro-MMP2 sécrétée par

HT1080 est prise pour référence et chacune des valeurs lui est comparée.

II. RESULTATS

I1.1. Effets de 3b, 7, 8, RBZK6, RBZKS et du chlorambucil sur la viabilité
des cellules A431

Dans un premier temps, nous avons ¢étudi¢ les effets de différentes concentrations de 3b,
7, 8, RBZK6, RBZKS8 et chlorambucil sur la viabilité des cellules tumorales A431. Les
cellules ont été incubées en présence de concentrations croissantes de produits (0,015 a 1
mM) pendant 72 h. La viabilité cellulaire est évaluée grace a des tests MTT.

Une réduction de la viabilité de 50 % des cellules aprés 72 h de traitement correspond a
I’ICsp du produit. L’ICsy du chlorambucil et du RBZKS sont de 15 uM. L’ICsy de 8 est de 60
uM. Les trois autres produits 3b, 7 et RBZK6 se révelent étre moins efficaces et ne permettent

pas, aux concentrations testées, d’atteindre I’ICsy (schéma 3.3).

72 h de traitement sur les cellules
A431

1,0

0,8 @ RBZKS
m Chlorambucil
0 RBZK1
O RBZK3
B RBZK6
O RBZK7

Moyenne D.D
_I
L

0,015 0,030 0,060 0,125 0,25 0,5 1

Concentration mM

Schéma 3.3 : Effets du 3b, 7, 8, RBZK6, RBZKS et Chlorambucil sur la viabilité des cellules A431.
Les cellules A431 ont été traitées pendant 72h avec des doses croissantes (0,015 a ImM) de 3b, 7, 8, RBZKG6,
RBZKS et chlorambucil. La viabilité cellulaire est estimée par tests MTT. Les résultats correspondent a la
moyenne des pourcentages de viabilité par rapport au contréle (cellules non traitées) calculés sur 3 expériences

séparées.
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Le chlorambucil, 8 et RBZKS étant les produits les plus efficaces, nous avons testé leur

efficacité sur I’inhibition de la migration et de I’invasion des cellules A431.

I1.2. Effets de 8, RBZKS8 et du chlorambucil sur la migration des cellules
A431

Les cellules A431 ont été traitées pendant 24 h avec 50uM ou 100 uM de 8, RBZKS8
et chlorambucil, puis déposées sur la matrice de fibronectine. Aprés 24 h de traitement, le
chlorambucil a 50 ou 100 pM inhibe la migration des cellules A431 de plus de 95 % par

rapport aux cellules non traitées (schéma 3.4).

Le composé 8 inhibe de fagcon dose dépendante la migration des cellules A431 respectivement
de 69 % et 77 % pour 50 ou 100 pM. Le produit RBZKS8 n’a été testé qu’a une concentration
de 0,1 mM a laquelle il provoque une inhibition de la migration de 47 %.

L’inhibition de la migration pour ces 3 produits est significative (p< 0,05) par rapport aux

cellules non traitées.
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Schéma 3.4 : Effets du composé 8, RBZKS8 et chlorambucil sur la migration des cellules A431 in vitro en chambre de
Boyden.

Les cellules A431 prétraitées 24h avec différentes doses 8, RBZKS et chlorambucil (50 uM et 100 pM) sont ensemencées
dans des inserts de fibronectine. Aprés 24h, les cellules ayant traversé la membrane poreuse de 1’insert et migré sur la
fibronectine sont fixées, colorées et dénombrées sous microscope. Les résultats correspondent aux pourcentages moyens de
cellules ayant migré a travers les pores par rapport au contrdle (cellules non traitées) calculés pour une expérience

représentative sur 3 réalisées.
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CLB 0,05 mM 8 0,1 mM 8 0,05 mM
CLB 0,1 mM 95 %, d’inhibition 77 % d’inhibition 69 % d’inhibition RBZK 8 0,1 mM
95 % d’inhibition 47 % d’inhibition

I1.3. Effets de 8, RBZKS et du chlorambucil sur I’invasion des cellules A431

Les cellules A431 ont été¢ déposées en méme temps que les molécules a tester sur les
inserts coatés avec du Matrigel.
Apres 24 h a 37 °C, les produits présentent un effet inhibiteur sur I’invasion des cellules A431
(schéma 3.5). Le chlorambucil inhibe I’invasion des cellules A431 d’environ 75 % a 50 et 100
uM. Le composé 8 inhibe de fagon dose dépendante I’invasion des cellules de 19 et 34 % a
respectivement 50 et 100 uM. RBZKS inhibe I’invasion des cellules A431 de 37 % a 100 uM.
L’ensemble de ces résultats sont significativement différents (p<0,05) par rapport aux cellules

non traitées.
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Schéma 3.5 : Effets du composé 8, RBZKS8 et chlorambucil sur I’invasion des cellules A431 in vitro en chambre de Boyden.
Les cellules A431 mises en présence des différentes concentrations de 8, RBZK8 et Chlorambucil (50 pM et 100
mM) . Pour les témoins du milieu avec 0,1 % BSA sont ensemencées dans des inserts contenant du matrigel.
Apres 24h, les cellules ayant traversé le matrigel et la membrane poreuse de I'insert sont fixées, colorées et
dénombrées sous microscope. Les résultats correspondent aux pourcentages moyens de cellules ayant envahi le

matrigel par rapport au controle (cellules non traitées) calculés pour une expérience représentative sur 3 réalisées.
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Témoin CLB 0,1 mM CLB 0,05 mM 8 0,1 mM 8 0,1 mM RBZK 8 0,1 mM
75 % d’inhibition 75 % d’inhibition 19 % d’inhibition 34 % d’inhibition 37 % d’inhibition

I1.4. Effets de 8 sur ’expression de MMP9, ProMMP9 et ProMM92
L’expression de ProMMP2, MMP9 et ProMMP9 est visualisée sous forme de plages
de lyses dont les poids moléculaires correspondent aux proMMP2 (72kDa), ProMMP9 (92
kDa) et MMP9 (88kDa).
Le produit 8 a 0,015 mM n’a pas d’effet sur I’expression de la ProMMP9, MMP9 et
ProMMP2 apres 24 h et 48 h de traitement. Apreés 72h de traitement, le composé 8 inhibe
complétement I’expression de ProMMP9 et MMP9 et d’environ 60 % [’expression de
ProMMP2.

1. CONCLUSION

Tous les agents alkylants que nous avons synthétisés ont fait 1’objet de tests
biologiques. De plus, nous avons également réalisé les tests sur un composé (RBZKS) préparé
par ailleurs au laboratoire dans le cadre du méme programme de synthése d’agents
anticancéreux.

Les produits 3b, 7, RBZK6 se sont révélés tres peu efficaces et ne permettent pas, aux
concentrations testées, d’atteindre 1’IC50.

Les produits 8 et RBZKS sont plus efficaces et montrent une activité trés intéressante

proche de celle du chlorambucil.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés, dans une premiere partie,
a l'application de la réaction de métathese des oléfines pour synthétiser des analogues de di-
et trinucléosides reliés par une chaine hydrocarbonée insaturée. Les homodimeres 3-3, 3°-3’
et 57-5° pourraient étre incorporés dans des séquences d’oligonucléotides en tant que pont
inverseur, dans le but d’étre utilisé dans la thérapeutique triple hélice. Le dinucléoside 3 -5’
et le trinucléoside ouvrent comme perspective leur utilisation pour la synthese d’analogues
d’oligonucléotides dans lesquelles les liaisons phosphodiesters seraient remplacées par des
chaines carbonées. De telles liaisons permettraient a ces oligonucléosides de mieux résister

aux attaques des nucléases dans les cellules.

Dans la seconde partie, nous nous sommes interessés a la synthése de nouveaux
agents alkylants. Ces derniers peuvent réagir avec les bases de I’ADN lors de la division
cellulaire créant un lien chimique fort. Les premiers résultats sur [’activité biologique sont

trés encourageants.

Sur un plan perspectif, afin d’augmenter notre famille d’agents alkylants, nous
proposons la N-chloroalkylation de certins de nos dinucléosides. Ces chaines chloroalkyles
pourront interagir avec les bases des acides nucléiques présentant des sites nucléophiles
libres. Nous pensons également travailler sur d’autres bases pour voir si elles ont une
influence sur [’activité biologique. Enfin, nous envisageons d’optimiser les rendements par

des méthodes de chimie propre (chimie sans solvant ou chimie dans [’eau).
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Résumé :

Nous décrivons la synthése d’analogues d’oligonucléosides et de la chlorméthine a
partir de bases pyrimidiques. Dans une premicre partie, la synthése des analogues de
dinucléosides reliés par une chaine carbonée insaturée entre les positions 3°, 3 et 5’ a partir de
la thymidine portant des groupements allyles est décrite. Un analogue de trinucléoside
présentant la méme chaine carbonée entre les positions 3° et 3 a également été¢ synthétisé.
L’étape clé de ces syntheses utilise la réaction de métathése des oléfines. Une étude de cette
réaction par activation micro-onde a ét¢é réalisée. Dans une seconde partie, nous présentons la
synthése d’agents alkylants a partir de bases pyrimidiques, suivie de leur évaluation
biologique. L’étape clé de ces synthéses est la fixation d’une ou deux chaines chloroéthyle sur
la base pyrimidique, dont une optimisation a été réalisée par activation micro-onde. Certains
analogues ont été glycosylés afin d’augmenter leur index thérapeutique. Tous les produits
synthétisés ont été caractérisés par différentes méthodes spectroscopiques. L’activité
anticancéreuse de plusieurs agents alkylants synthétisés donne des résultats préliminaires tres

encourageants.

Abstract :

The synthesis of oligonucleoside and chlormethine analogues from pyrimidic bases is
described. The first part presents the synthesis of dinucleoside analogues linked by an
unsatured hydrocarbon chain between positions 3’, 3 and 5’ from thymidine with an allyle
group. One trinucleoside analogue containing the same hydrocarbon chain between the
positions 3’ and 3 is also synthesized. The key step of these syntheses is the use of olefin
metathesis reaction. We performed a study of microwave-activated cross metathesis. In the
second part, we present the synthesis and the biological activity of alkylating agents from
pyrimidic bases. The key step of these syntheses is the fixation of one or two chloroethyle
chains on pyrimidic base. An optimization of this step is obtained by microwave activation.
Some analogues have been glycosylated to increase their therapeutic index. All synthesized
products have been characterized by spectroscopic analyses. The antitumoral activity of

several synthesized alkylating agents gave very interesting preliminary results.
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