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HIV
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HSV

Ms
PMPA
PPI
Rev
Rf

Liste des abréviations

: 2',3'-didéoxy-3-thiocytidine
: adénine
. acyclovir
: acide déoxyribonucléique
: ADN polymérase
: analogues de nucléosides phosphonates
. acide ribonucléique
. 3'-azido-3’-déoxythymidine
: benzoyle
. cytosine
: protéine de surface des lymphocytes T etcizter of differentiation
: chromatographie sur couche mince
: chlorambucil
: 2’, 3-didéhydro-2’, 3'-didéoxythymidine
: 1,8-diazabicyclo[5,4,0]lundec-7-ene
: 2',3’-didéoxycytidine
. 2',3’-didéoxyinosine
. 4-diméthylaminopyridine
: N,N-diméthylformamide
: équivalent
. guanine
. 1-[(2-hydroxyethoxy)méthyl]-6-(phenylthibymine
: virus d'immunodéficience humaine
01,1, 1, 3, 3, 3-hexaméthyldisilazane
: virus de I'herpes simplex
- infrarouge
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. bis(isopropyloxymethylcarbonyle)
: pyrophosphate inorganique
: régulation de I'expression des virions

: rapport frontal
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: thymidine kinase

: triméthylsilyle
: chlorure de triméthylsilyle



INTRODUCTION GENERALE

Les nucléosides constituent les éléments fondamentaux des acides
nucléigues (ADN ou ARN). L'importance biologigue de ces composés est apparue
dés la premiére moitié du vingtiéme siécle en raison de leur réle dans la
transmission de linformation génétigue et dans la synthése des protéines. Cette
fonction particuliére impligue que ces composés, aprés quelgues modifications,
constitue une source importante dagents thérapeutigues.

Les trés nombreuses recherches effectuées depuis les trois derniéres
décennies, ont montré des applications des nucléosides comme antirétroviraux,
antiviraux et anticancéreux. Si des molécules comme [AZT (3-azido-3-
désoxythymidine, anti-HIV), le d4T (2.3-didéhydro-2,3"-didésoxythymidine,
également anti-HIV) ou lacyclovir (9-(2-hydroxyéthoxyméthyl) guanine, anti-
herpés) ont été largement médiatisées, on ne dispose que dun éventail
relativement modeste de molécules réellement actives.

La Chimie des nucléosides est extrémement délicate car ceux-ci
présentent de nombreux centres réactionnels aussi bien sur la partie base que
sur la partie sucre. La modification chimique de ces composés nécessite donc une
attention particuliére aussi bien dans le choix des réactions employées que dans
les protections des diverses fonctions.

La recherche de nouvelles molécules de types nucléosidigues reste un
syjet dactualité, en particulier en raison des phénoménes de résistance virale
qui peuvent apparaitre vis a vis de telle ou telle structure. En raison du grand
nombre de cibles /activité de ces composés ne peut cependant que trés
difficilement Etre prédite d /avance, il est donc nécessaire de synthétiser de
nouvelles molécules et de les tester.

La modification du nucléoside peut étre effectuée soit au niveau de la
partie base soit au niveau de la partie sucre. Dans ce dernier cas, la partie
glucidigue peut E€tre parfois tout simplement remplacée par une partie acycligue.

Au cours de ce travail, nous nous sommes proposés de synthétiser
quelgues acyclonucléosides originaux en raison de leur impact vis d vis de
nombreux virus et rétrovirus. Ceci nous a permis la mise au point dune nouvelle
méthode de débenzoylation sélective d'hydroxyles secondaires. Par ailleurs, nous
nous sommes intéressés d la synthése de nouveaux analogues pyrimidigues du
chlorambucil. Ce dernier est un anticancéreux et plus exactement un agent
alkylant qui crée un lien chimigue fort avec les bases de IADN. Lors de la division
cellulaire, le dédoublement des deux brins dADN devient difficile et la
transcription sarréte au niveau de lagent alkylant entrainant ainsi le suicide de
la cellule.



1°¢ PARTIE
Synthese d'acyclonucléosides



CHAPITRE I
Les nucléosides, nucléotides
et leurs analogues
Etat de la question



MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE

[. INTRODUCTION

Les chercheurs, et plus particulierement les chésjss’intéressent depuis longtemps
aux nucléotides. Durant les années 50, la décauved la structure de [lacide
désoxyribonucléique (ADN) et la compréhension de des acides nucléiques au cceur des
cellules, ont suscité un vif intérét au sein du psorscientifique. L'inhibition du
fonctionnement des acides nucléiques a fait I'odgthombreux travaux en particulier il a
clairement été démontré que les analogues de mmidésinterferent avec les nucléosides
naturels, modifiant ainsi le métabolisme cellulaite&es propriétés thérapeutiques de ces
composés sont tres variables : antitumorales,amtéreuses ou antivirales.

Dans ce chapitre introductif, nous nous proposoesddcrire la structure des
nucléosides ainsi que leurs réles dans les traitesyau VIH et de I'herpes. Cela passera par
une nécessaire présentation d’autres notions qudesonucléotides, les polynucléotides ainsi
que les acides nucléiques.

[.1. LES NUCLEOSIDES ET NUCLEOTIDES : DEFINITION, S TRUCTURE

Comme nous I'avons mentionné dans l'introductionégéle, leswucléosidessont des
molécules naturelles d’une importance capitaleilsajouent un réle essentiel dans de tres
nombreux processus biologiques. Ce sont des peiasrgle I'acide désoxyribonucléique
(ADN) et de I'acide ribonucléique (ARN) .

Ces acides sont constitués de sous unités appeiékEtides, qui renferment le patrimoine
héréditaire de chaque individu et le code génétpprenettant a chaque cellule de reproduire
deux cellules filles en tous points identiques awpdeles parentaux.

Du point de vue structural, les nucléosides résttie I'assemblage d’'une base azotée
(purique ou pyrimidique) et d’une partie glucidigindbose pour I'ARN et désoxyribose pour

I’ADN), reliées entre elles par une liaison carb@zete (schéma I.1)



Bases purigues \
Q NH,
e A G
Glucides /Ng N NH, NE 4,31/2)
Guanine / Adénine

it Bases pyrimidiques

0 NH,
OH OH
i , . 4 ~
Ribofuranose 2'-désoxyribofuranose |5 s NH |5 3N
6 1 2 6 1 2
| e |
Thymine Uracile

(uniquement (uniqguement Cytosine
dans ADN) dans ARN)

Schéma |.1: Structure générale d’un nucléoside

Les nucléotides résultent de la phosphorylationrie$éosides. Ainsi on appelheicléotide

tout motif complet qui comporte un groupe phosphatesucre et une base azotée (schéma
1.2).

La liaison entre les différents nucléosides d'urcl@otide est assurée par de l'acide
phosphorique qui estérifie les fonctions alcoopesition 3’ et 5’ du sucre.

OH OH

ribonucléotide désoxyribonucléotide

Schéma |.2: Ribo- et désoxyribonucléotide

On appelle polynucléotides ou oligonucléotides des macromolécules constituées par
'enchainement de plusieurs nucléotides reliéseeuix par une liaison 3',5’-phosphodiester.
Un seul groupement phosphoryle réunit les deuxémticles contigus en estérifiant d’'une part
I’hydroxyle en position 3’ d'un premier nucléotié¢ d’autre part I'hydroxyle en position 5’

de l'autre nucléotide (schéma 1.3).



Schéma 1.3: Schéma d’un oligonucléotide

I.2. STRUCTURE ET FONCTION DE L’ADN ET DE L'ARN

J.D. Watson et F.H.C. Crickont proposé en 1953, une structure de I’ADN. Elle
comprend deux chaines de polynucléotides présemtans I'espace une configuration
hélicoidale : elles s’enroulent autour d’un axet@nmaginaire en formant une double hélice

(schéma 1.4).

Groupe
Phosphate

Schéma |.4: Structure de '’ADN

1a) J.D. Watson, F.H.C.CricNature 171, 737; (1953),id. , 171, 964 (1953) .
b) F.H.C. Crick, J.D. Watse®Proc. Roy. Soc. (A)223 80 (1954).



Ces deux brins de nucléotides sont antiparalléssdeux squelettes pentose-phosphate se
trouvent sur les bordures extérieurs de I'hélidersaque les bases azotées se font face a
l'intérieur et s’apparient par des liaisons hydmge&ui maintiennent ensemble les deux brins.
Dans cette double hélice, chacune des bases azotéesomplément exclusif : 'adénine est
toujours appariée avec la thymine et la guaninec ale cytosine (ces bases sont

respectivement représentées par les lettres A,ék,@G(schéma 1.5).

A .
i versle grand sillon A
' 1 vers le grand sillon

— CH
3 I-l\ﬁ/H'/"""mmlO ° = 6\“HHHHHHHH\HH—/I\']
Adénine N { TN Thymine Guanine ( 4 m
( / N /,/,,H/V\W//N IN / IN— HN i N _ Cytosine
I/ N; “sucre sucre” N;< >/’N\
sucre N 10 - \"\I‘Hi/imu in|O suere
2 Liaisons hydrogene H

3 Liaisons hydrogéene

Schéma |.5: Appariement des bases par liaisons hydrogene

Cet appariement spécifique est lié au fait qudidésons hydrogenes ont des distances et des
géométries bien déterminées: I'appariement de geuixies occuperait un volume trop grand
pour permettre une hélice réguliére alors que gBuinidines seraient trop €loignées pour
former des liaisons stables. L’exactitude de cetgle d’appariement entraine une
complémentarité entre les séquences de bases dehigines associées. Ainsi si la séquence
5-ATGTC-3' existe sur 'une des chaines, l'autrieaine devra porter obligatoirement la
séquence 3-TACAG-5'.

Il existe plusieurs formes d’ADN dont la classifica est fondée sur des criteres
physico-chimiques. Ces types d’ADN différent lIégéeat par le diameétre de leur hélice et
par 'orientation de leurs paires de bases.

La structure de Watson et Crick - également app&éme B de I'ADN - est la forme
biologiquement la plus importante. Elle se caraépar un pas a droite de I'enroulement de

la double hélice.



Lorsque I'humidité est faible et que la salinité fste, 'ADN se présente sous la forme A.
Dans ce cas la double hélice a un pas a droita @ttarvalle entre les paires de bases plus
faible que dans 'ADN B. La molécule d’ADN dansflame A est donc plus courte et de

diamétre plus large que dans 'ADN B (schéma 1.7)

ADN A

Schéma |.7: Les différentes formes de ’ADN

Une troisieme forme dite ADN Z se différencie pasdélices qui tournent vers la gauche.
Cet ADN de gauche n’est pas l'image dans un midsr TADN de droite. Il a une

conformation différente de la forme B. Le squelstiere-phosphate prend une disposition en
zigzag (d’ou le nom qui lui a été donné), I'nélest plus svelte et moins torsadée (que le B-

ADN), et I'intervalle entre les paires de basedégptrement supérieur.

Quel est le réle des acides nucléigues ?

Les acides nucléigues ADN ou ARN fournissent lenacé de tous les événements qui se
produisent dans une cellule en étant les dépasstanoléculaires de I'information génétique.
La structure de chaque protéine, et donc de chaquostituant cellulaire, est la résultante
d'une information programmée dans la séquence otidigue des acides nucléiques

cellulaires.



Les informations contenues dans ’ADN nécessaioes [a synthese des différentes protéines
vont étre transmises de génération en génératiorupagrocessus dit de réplication. La
complémentarité de la structure en double hélicanané Watson et Crick a suggérer une
maniere selon laquelle 'ADN pourrait s’auto duplg| et transmettre le code génétique.
Selon ce mécanisme, chacune des deux chaines dfabdtionne comme une matrice, la
double hélice se défait partiellement et les enzyomnmencent a assembler le nouvel ADN
en couplant les nucléotides les uns aux autres sele séquence complémentaire de celle de
la matrice, c’est a dire en faisant correspondee®@et A a T (schéma 1.8). Finalement deux

doubles hélices completes sont produites a patitodginal.

Chi Hescntatisd

Nouwvean brin 1 [

Schéma 1.8: Réplication de 'ADN



CHAPITRE II
Les analogues de nucléosides
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. IMPORTANCE THERAPEUTIQUE DES ANALOGUES DE
NUCLEOSIDES

Les analogues de nucléosides constituent degigtescaptes a inhiber les virus. Dans
la présente étude bibliographique nous nous sompaesculierement intéressé a deux
maladies : le VIH et I'herpes simplex qui constituegle bons modéles de rétrovirus et de

Virus.

I1.1. LE SIDA
[1.1.1. GENERALITES

En 1981, aux Etats Unis puis en Europe, appangtouvelle maladie infectieuse : le
syndrome d'immunodéficience acquise ou sida. Gygitdémie est un fléau planétaire, et plus
particulierement dans les pays en voie de dévetoppe Environ 14 millions de personnes
sont décedeées depuis le début de I'épidémie. Elledee au virus de I'immunodéficience
humaine 1 (VIH-1), virus le plus courant. Une audpdémie due au VIH-2 moins agressif,
fut identifiée postérieurement en Afrique de I'Otdes

Le VIH appartient a la famille des lentivirus (atrovirus lents) et est responsable du
sida qui provoque un affaiblissement du systéme umitaire de 'lhomme. Ce systéme est
indispensable pour I'organisme car il est capaldeetonnaitre les agents infectieux et de
leur opposer une cascade de réactions de défeasmntles lymphocytes qui ont ce réle de
defense.

Le VIH se fixe sur la glycoprotéine CD4 des lympyites T et les infecte. Les lymphocytes
T CD4 infectés sont progressivement détruits atdencentration sanguine diminue. Au bout
d’'une dizaine d’années, le nombre de lymphocyt&D# atteint un certain seuil au dessous
duquel le systeme immunitaire de I'organisme ng@as capable de se défendre contre ces
germes, bactéries ou virus, infections caractguss de la maladie.

Le but de la chimiothérapie est de bloquer laicéfibn virale en intervenant lors des
différentes étapes du cycle viral.

2 J.P.LévyPour la ScienceHors-série, 26-32 (octobre 1995).
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[1.1.2. LE CYCLE DE REPLICATION DU VIH

Les virus sont les organismes les plus simplesdode vivant. lls ne possédent pas le
matériel métabolique servant a la synthése protééqa la production d’énergie nécessaire a
leur reproduction. Pour se reproduire, les viruveltt obligatoirement parasiter une cellule
hote qui va fabriqguer de nouveaux virus selon wtgué de biosynthese que I'on appelle

réplication. Celle-ci se déroule en plusieurs &apehéma I1.£)"

> La fixation et la pénétration : la fixation du wrise fait sur une glycoprotéine appelée
gpl120 ( présente a la surface de I'enveloppe dusyigui s’attache a la protéine CDA4,
récepteur situé sur la membrane cytoplasmique vephocytes T CD4 Ensuite,
I'enveloppe virale fusionne avec la membrane caitalet le virus pénétre dans la cellule

en y déversant son matériel génétique et les pedédécapsidation).

» La rétrotranscription : la réplication du génomealia lieu dans la cellule infectée. Le
génome viral transmet son information par son ARBksager viral. Cet ARN sert de
matrice a la formation d'un ADN double brin dans pnocessus que l'on appelle la

transcriptase inverse.

> Intégration : I'ADN est intégré dans les chromosenae la cellule héte grace a une

enzyme virale, l'intégrase. Cet ADN est appelé Ap viral.

» La transcription et la traduction : a partir de A&IN intégré, la cellule produit, comme
pour ses propres genes, des ARN viraux identiquBBARN de départ. Ceux ci vont
ensuite synthétiser les protéines virales réguokdret de structure ( traduction).

» L’'assemblage et le bourgeonnement : les particutases sont assemblées par diverses
enzymes virales, et en particulida protéase Cet assemblage est suivi du
bourgeonnement du virion (provirus) a la surfacdéadmellule. Le virus se détache ensuite

de la membrane cellulaire.

% P.SonigoScience & VieHors-Série193 90-95 (1995).
* W.Haseltine,Pour la Sciencg291, 52-59 (2002)
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Le virus se fixe (1) sur les récepteurs (les pr&giCD4 et CCR5) d’'un lymphocyte. Lorsque les meambs
virale et cellulaire ont fusionné (2), la capsigeresmpt (3) et le virus injecte dans la cellule gg@mome sous
forme d’ARN et d’enzymes. L'une d’elles, la tranptase inverse, transcrit (4) 'ARN viral en ADN 'gone
enzyme, l'intégrase, insére dans le génome dellidec€s). La machinerie cellulaire fabrique alafsine part,
des copies ARN de I’ADN viral (6) et d’autre palds protéines codées par cet ADN (7). Certainesede
protéines sont découpées par une protéase (8phrm@s actives. De nouveaux virus sont assemblésedsa
I'extérieur (9). Chacun des composants viraux wgrant dans n’importe laquelle de ces étapes estilne
thérapeutique potentielle (cercle rouge).

Schéma I1.1: le cycle de réplication du VIH
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[1.1.3. LES AGENTS ANTI-VIH

Le cycle de réplication du virus VIH comporte phisis étapes dont chacune d’elles
peut étre la cible potentielle d'un traitement cerde virus. Nous présentons dans ce qui suit
dans l'ordre du cycle réplicatif, les différentseats qui interferent avec chacune de ces

étapes.

[1.1.3.1. les inhibiteurs de l'interaction gp120-CD}

les inhibiteurs de I'interaction gp120-CD4 sons deolécules capables d’empécher la
fusion entre la glycoprotéine gp120 de I'envelopipevirus VIH et la protéine CD4 de la
membrane cellulaire. Pour inhiber cette interactian excés de molécules CD4 se fixe sur la
gp 120, la bloque et ainsi inhibe la fixation meartaire. Si ceci est bien efficaicevitro, des
problemes pharmacologiques apparaissent néanmigindemi-vie de la molécule CD4
soluble est tres courte dans l'organisme. La détjradrapide de cette molécule fait qu’ elle
n'est pas utilisée en pratique courante.
Par ailleurs, il y a les composés polyanioniquashtpquentin vitro la réplication du VIH a
son premier stade. Ces substances sont des pdigsaes sulfatés comme I'Héparine qui
empéche le gpl20 de se fixer sur le récepteur Clb4les polycarboxylates comme par
exemple I'acide aurintricarboylique qui interagitea le récepteur CD4. Cependant les essais

clinigues ont montré que ces composeés, quoiquetfiéaces, sont trop toxiques.
[1.1.3.2. les inhibiteurs de la transcriptase invese

Les inhibiteurs de la transcriptase inverse sost d@mposés qui perturbent (retardent ou
arrétent) I'action de I'enzyme transcriptase ineers agissent de maniere a prévenir la
conversion de I'ARN viral en ADN. Si 'ARN n’est paconverti en ADN, le virus est
incapable de s’intégrer dans la cellule. Il existeis catégories dinhibiteurs de la
transcriptase inverse :
» Les analogues nucléosidiques : ils ont constitupréamiére classe d’antirétroviraux
mis sur le marché en 1985. lIs sont actifs comrélH-1 et le VIH-2. Ces nucléosides
sont des didésoxynucléosides qui, sous leur forippdasphatée, interferent avec la

réplication virale de deux maniéres : soit en iahibla transcriptase inverse par

® E.Declercqla Rechercheg23, 288-295 (1992).
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compétition avec les substrats naturels, soit peorporation dans la chaine d’ADN
proviral en formation. Dans ce dernier cas ils s en tant que terminateurs de la
chaine du fait qu’ils ne possédent pas d’hydroxgte 3’. A I'heure actuelle, six
analogues nucléosidiques sont disponibles : 'AREtfovi®),° le ddI (Videx®)’, le
ddC (Hivid®), le d4T (Zeri®)® le 3TC (Epivie)° et I'Abacavir (Ziage®)’
(schéma 11.2).

0 0
HSC\EKNH NﬁNH HSC\EKNH
4
HO . N/LO HO <N| J HO /Lo

N3
3'-azido-3'-désoxythymidine  2',3'-didésoxyinosine 2',3'-didéhydro-
AZT ddl 2' 3'-didésoxythymidine
d4aT

NH, NHz HN—
N SN NN
N | N
f\ HO K\JQ </]\/L/
A
5

2',3'-didésoxycytidine 2',3'-didésoxy-3'-thiocytidine Abacavir
ddC 3TC

Schéma 11.2: quelques analogues nucléosidiques

Il convient néanmoins de ne pas sous-estimer fessesecondaires de ces médicaments, le
probleme posé par ces substances est surtoutdeigité. De plus, le virus semble leur
présenter une certaine résistance apres une egpgsiolongée.

» Les analogues nucléotidiqued :s'agit de nucléotides acycliques (schéma IlIR).
présentent une activité anti HIV trés marquée. @@aposés se comportent dans la
cellule comme des inhibiteurs compétitifs du dATBdxyadénosine triphosphate). Ils
peuvent étre incorporés a ’ADN en formation, mettansi fin a sa synthese. La 9-R-

2-Phosphonomethoxypropyl Adénine (PMPA) est inhaddiéement stable dans la

® H.Mitsuya; K.J.Weinhold; P.A.Furman; M.St Clair;.N®issinoff Lehrman; R.C.Gallo; D.Bolognesi;
D.W.Barry; S.BroderRroc.Natl.Acad.Sci.USA&2, 7096-7100 (1985).

" H.Mitsuya; S.BroderRRroc.Natl.Acad.Sci.USA82, 1911-1915 (1986).

8 M.J.Browne; K.H.Mayer; S.B.D.Chafee; M.N.Dudley; .RIPosner; S.M.Steinberg; K.K.Graham;
S.M.Geletko; S.H.Zinner; S.L.Denman; L.M.Dunkle; K&ul; C.McLaren; G.Skowron; N.M.Kouttab;

T.A.Kennedy; A.B.Weitberg, G.A.Curd,Infect.Dis 167, 21-29 (1993).

® M.Browne ; L.S.Jeong; H.O.Kim; S.Nampalli; K.Shamganathan; C.K.Chu)Nucleosides & Nucleotides as
Antitumor & Antiviral agentsC.K.Chu and D.C.Baker, Plenum Press : New Y01@-243 (1993).

19R.H.Foster ; D.Fauld§rugs 55, 729-736 (1998).
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cellule ce qui explique qu’il possede un effet i prolongé qui peut s’étendre de
plusieurs jours a une semaine. Néanmoins, son @#wement clinique reste
problématique. Un autre nucléotide, le bis(isoptopymethylcarbonyl)PMPA

(Bis(POC)PMPA) a eu l'autorisation de mise sur erché. Ce dernier, prodrogue du
PMPA , contient deux groupes esters qui masquentfdactions phosphonates
augmentant ainsi la biodisponibilité cellulaire BVMPA! Le Bis(POC)PMPA est

hydrolysé en PMPA qui est ensuite phosphorylé e RMiphosphate et triphosphate

qui est la forme active.

0o ! f
RO_'lF',\/OTN J
OR
L

R'=H, PMEA
H, R'=CH3, PMPA

iPrOC(O)OCH 5, R'=CH3, Bis(POC)PMPA

R
R
R

Schéma 11.3 quelques analogues nucléotidiques

» Les inhibiteurs non nucléosidiques : ils sont adifir le VIH de type 1. lls inhibent la
transcriptase inverse du VIH-1 par liaison diregteperturbant le site catalytique de
'enzyme. Dans ce groupe, on peut citer le 1-[@byyethoxy)méthyl]-6-
(phénylthio)thymine (HEPT) et les dérives du teyddoimidazo[4,5,1k][1,4]-
benzodiazepin-2@)-thione (TIBO) qui sont considérés comme des iidilos
puissants (schéma I1.4). A ce jour, d’autres classes de oudés présentant une
activité comparable a celle des TIBO et HEPT or éentifices telles que la
névirapine, la delavirdine... Malheureusement, |8H \Wéveloppe trés vite une
résistance aux substances TIBO ; voila pourguoi esekstances ne sont
potentiellement utilisables qu’en association.

X
o) NHX
N
7 ONH 3
o N
HCeS N OH R
e \/O\F N\
HEPT TIBO X=0, R=H
X=S, R=Cl

Schéma 11.4 quelques inhibiteurs non nucléosidiques

M M.N. Arimilli; C.U. Kim; J. Dougherty ; A.Mulatp R.Oliyai; J.P.Shaw ; K.C.Cundy ; N.Bischoberger,
Antiviral Chem. Chemotl8, 557-564 (1997).
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[1.1.3.3. les inhibiteurs de l'intégrase

Cette nouvelle classe d'antirétroviraux mise sumbkrché en 1996 a constitué un
tournant majeur dans les stratégies thérapeutiqaese le VIH. lls agissent en inhibant
I'action de la protéase virale qui permet d'assenlbk protéines virales, processus clé de la
réplication. On obtient alors des virions incapaldénfecter de nouvelles cellules. Plusieurs
substances ont été mises au point pour permettoéodaer l'intégrase. Malheureusement, les
tests cliniques effectués n'‘ont pas mis en évidamee inhibition suffisante du systeme
enzymatique. Entre-temps, la recherche fondameatalgs au point de nouveaux modeles
permettant de comprendre le fonctionnement deébjrase. Trois substances semblent étre
en mesure de bloquer lintégrase dans une cult@wecellules : l'arctigénine, l'acide
chicorique et I'etoposide (schéma I1.5). Mais aweutientres elles n’est actuellement en

développement clinique en raison de leur toxicité.

Me

O
HO,C  CO,H
MeO o) >—’ O
o OX
HO OH
OMe HO OH
OH

Arctigenine Acide chicorique
ch/EO o
0o
HO
OH
O
( o
O
MeO OMe
OH
Etoposide

Schéma |I.5: inhibiteurs de I'intégrase
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11.1.3.4. les oligonucléotides anti-géne ou antisgfi

L'avantage des oligonucléotides sur les médicaniehssiques” est, ariori, leur
grande spécificité. lls peuvent se fixer directetr&mr un ADN proviral (on parle alors de
stratégie anti-gene) ou interagir avec I'ARN préssager ou messager (on parle alors de
stratégie antisens). Dans le premier cas, ils e@jgutin troisieme brin aux deux brins
complémentaires de I'’ADN viral. lls créent ainsieustructure en triple hélice qui est
incompatible avec le processus méme de la tranggripans le second cas, ils s’hybrident a
I’ARN messager, transformant cette molécule sintgple en molécule double brin incapable
de se traduire. Si lI'ensemble de ces mécanismesnenoe a étre élucidéa vitro, les
applications au niveau cellulaire etfartiori in vivo se heurtent a un certain nombre de
problemes, les principaux étant, le passage tramfmamaire des oligonucléotides et leur
dégradation avant qu'ils n'atteignent leur cibl@ldvé tous ces problemes, un certain nombre
d'essais thérapeutiques sont en cours chez I'namoné&ant la potentialité de ces nouveaux
meédicaments. Il est possible de protéger de diiféseefacons les oligonucléotides contre la
dégradation par les nucléases cellulaires en naodifeur squelette sucre phosphate ou en
protégeant leurs extrémités et, en particuliextriénité 3'. Certaines de ces modifications
entrainent cependant une diminution de l'efficaad® I'oligonucléotide et l'apparition

d'interactions non spécifiques avec les protéigegptasmiques.

[1.1.3.5. les inhibiteurs de protéines Tat et Rev

Les protéines Tat (Trans-Activator of Transcripjieh Rev (Regulation of expression
of virions) sont indispensables au cycle viral dii VElles contrblent I'expression du génome
viral par interaction avec des régions spécifiqgge$ARN viral. La protéine Tat, produite au
tout début du cycle de réplication, est essentéllexpression de tous les genes viraux. Son
réle principal se situe au niveau transcriptioneelaugmentant a la fois Il'initiation de la
transcription des genes viraux et I'efficacité diéjation des ARN transcrits. La protéine Rev
guant a elle, transporte et stabilise les ARN ngsacodant des protéines de structure et les
enzymes virales.

En 1991, Hstet al*® ont décrit I'activité antivirale d’une moléculetagoniste de la

fonction Tat (le Ro 5-3335). Les études chez tialiont orienté le développement d’un

120 Pleskoff,Science et Vielors-série193 134-139 (1995).
13 M.C.Hsu ; M.Holly ; A.D.SchuttScience254, 1799-1802 (1991).
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dérivé moins toxique : le Ro 24-7429 (schéma lIGg dernier a été expérimenté chez

’lhomme puis abandonné en raison de sa faibleagiti€ et de sa toxicité.

NHCH3
I
7 "NH NH (CH,),CHs
Ro 5-3335 RO 24-7429 WIN 49569

Schéma 11.6: inhibiteurs des protéines Tat et Rev

Comme inhibiteur de la protéine Rev, on citera IN\VW9569 qui présente une activité

antivirale micromolaire (schéma 1176)

11.1.3.6. les inhibiteurs de la protéase

C’est une classe de médicaments qui intervienngritsal’étape de I'intégration du
génome virale dans I'ADN cellulaire, ayant pour ddan d'empécher la maturation des
protéines virales avant leur assemblage, brisausi & cycle de multiplication du virus. Les
inhibiteurs actuellement disponibles sont au nond®esix®: le saquinivir, I'indinavir, le

ritonavir, le nelfinavir, l'amprenavir et le lopina (schéma I11.7)
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Schéma 1.7 inhibiteurs de la protéase

14 E.DeClercq,). Med. Chen®8, 2491-2517 (1995).
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Ces composeés présentent des problemes de biodigppéret d’élimination trés rapide dans

le sang.

11.1.3.7. la multithérapie

Le virus du sida a la capacité de changer confiemeint de forme. C'est pourquoi, il
est si difficile de mettre au point un médicameayable de I'éradiquer. Aujourd’hui, la seule
solution efficace pour retarder la progression @dusvconsiste a le combattre sur plusieurs
fronts. La thérapie combinatoire (I'usage de plusiemolécules antivirales agissants a
différentes étapes de la multiplication virale)geéte deux avantages : elle permet de retarder
’émergence rapide du virus résistant et de rédaitexicité du traitement car le dosage de
chaque composé est réduit. Trois types de combinsigsle médicaments peuvent étre
envisagées :

» Combinaison de drogues qui interférent avec diffta® protéines virales (ex:
association d’inhibiteurs de la transcriptase isgest de la protéase).

» Combinaison de drogues qui interagissent avecrdiité sites de la méme protéine
virale (ex: association d’inhibiteurs nucléosidiguet non nucléosidiqgues de la
transcriptase inverse).

» Combinaison de drogues qui interagissent avec@mensite de la méme protéine
virale (ex : association de plusieurs analogueslénsiliques). Deux types
d’associations ont été approuvées par le FDA (F¢d@od Drug and Cosmetics Act):
le Combivir® (AZT et 3TC) et le Trizivir® (AZT, 3Tt abacavir).

Nous venons de voir dans ce chapitre 'importareeahalogues de nucléosides dans

la lutte contre le VIH. Nous allons a présent Veur utilisation dans la lutte contre I'Herpés.

I.2. LE VIRUS HERPES SIMPLEX
[1.2.1. GENERALITES

Le virus herpes simplex (VHS) fait partie de largta famille desderpesviridae Ces
virus sont grandement disséminés dans la natuptustde 130 membres ont été identifiés
jusqu’a maintenant. Les virus herpétiques partagerntines caractéristiques physiologiques
telles que leur structure, un large génome d’ADNildde brin, des traits généraux de leur

cycle de réplication.... Neuf virus herpétiques hAuma (VHH) ont été isolés jusqu'a
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maintenant (VHH-1 a 8; VHH-6A et 6B) et certaineartcularités de leurs propriétés
biologiques ont mené a leur subdivision en troisssiamilles :
> Les alphaherpés parmi lesquels on trouve I'Herpi@spléx 1 (HSV1), I'Herpés
Simplex 2 (HSV2), et la Varicella (VZV).
> Les bétaherpes parmi lesquels on trouve le cytoloégas (CMV), 'human herpes
virus 6 (HHV6) et 'human herpes virus 7 (HHV7).
» Les gammaherpés aux quels appartiennent 'Epst&invigus (EBV), I’human herpés
virus 8 (HHV8).

I1.2.2. STRUCTURE DES VIRUS DE L'H ERPES

Les virus herpétiqgues sont des virus enveloppésn#étrie cubique, d’'un diamétre
relativement grand (environ 200 nm). ContrairemantHIV ce virus comporte un matériel
génétique. Son génome est constitué d'un ADN douie linéaire, enfermé dans une
capside icosaédrique. Cette derniere est entowméeirge enveloppe qui porte environ 12
types de glycoprotéines de surfaces différentest dqousieurs sont impliquées dans
'attachement et la pénétration du virus dans lailech6te. Entre la capside et I'enveloppe, il
y a un tégument qui comprend des protéines imphigugans [linitiation précoce de la

réplication virale (schéma I1.8).

ADN viral
@ -
' <4—— Glycoprotéines
&, ot /
\0&.-- 2 v
«+| === . <¢——Enveloppe
@ /@ lipidique
T S
(& (=)
Tégument Capside
150 - 200 nm

Schéma 11.8 Structure de I'herpés simplex
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[1.2.3. CYCLE DE REPLICATION DE L 'HERPES

L’infection productive d’'une cellule par le VHS nrgqrt plusieurs étapes clés

incluant :
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Schéma 119: cycle de réplication du VHS dans une cellule hote

1- lattachement et I'entrée du virus : pour initisnflection, le VHS doit s’attacher a des
récepteurs présents a la surface des cellules saainfier son enveloppe avec la
membrane cellulaire. Les glycoprotéines de l'enppéo du VHS assurent
'attachement et la pénétration du virus dans &hiles. L'attachement du virus est
initié par I'interaction de la protéine gC et deplatéine CD35 de la surface cellulaire.
Ensuite la pénétration est réalisée par fusioripfugui nécessite la protéine gB. La
nucléocapside et les protéines du tégument sortt ib@rées dans le cytoplasme de la
cellule hote.

2- I'expression des génes viraux : les virus a ADNssevent de la cellule héte de
maniére a exprimer leurs propres protéines, néicessa leur réplication et a leur
prolifération. De facon générale, les virus exprindeux types de protéines ; les

protéines non-structurales impliquées dans la géfptin de I'ADN viral et les
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protéines de structure qui forment le virion et yragtie de I'enveloppe virale. Les
géenes du VHS peuvent étre classés en trois grosgles leur apparition dans le
temps:

> Les genes alpha sont exprimés tout de suite &priestion. lIs ne nécessitent
pas la synthese préalable de protéines viralexptéssion de ces genes aboutit a la
synthése de protéines précoces trois heures apfestion.

> Les genes béta ne peuvent s’exprimer qu’apres méhége d’'une protéine
alpha (environ six heures aprés l'infection). La®t@ines béta comprennent des
protéines regulatrices qui bloguent la synthésepdet®ines alpha et stimulent celles
des protéines gamma et des enzymes nécessaires r@plieation de I'ADN
(thymidine-kinase et ADN polymérase).

> Les genes gamma s’expriment sous la dépendance réplication de 'ADN
viral. lls permettent la synthese de protéines gartardives (environ 12 heures aprées

l'infection) qui constituent I'essentiel des protés structurales.

Réplication de I'ADN : la réplication de 'ADN vitas’effectue dans des structures
spécialisées formées dans le noyau de la celligetére, nommées compartiments de
réplication. L’ADN linéaire viral nouvellement avé dans la cellule héte se
circularise a son entrée dans le noyau . La rémicae ’ADN est alors initiée a I'une
des trois origines de réplication. La protéine idésdn d’origine UL9 se lie a des
eléments spécifiques sur 'ADN viral et débute Esehroulement de TADNUL9
recrute alors la protéine ICP8 (UL29), qui se li@ ADN simple brin. Ces deux
protéines recrutent finalement les cinq autresgmes du complexe de réplication
(UL5/UL52, UL8, UL30, UL42). Une réplication en medhéta est alors initiée, pour
ensuite passer au mode de réplication du cerclambu

L’assemblage et le bourgeonnement des virionsssémblage de la capside virale
requiert la synthése de plusieurs protéines vireedives. Les capsides vides sont
alors chargées de I'’ADN virgdour ainsi former la nucléocapsidess nucléocapsides
bourgeonnent ensuite de la membrane nucléairenatéiou ils acquiérent une
enveloppe et certaines protéines du tégument. uge reuivante empruntée par les
virions est encore controversddgne des hypothéses propose que les virus enveloppés
fusionnent avec la membrane nucléaire extetrgue les nucléocapsides alors libérées
dans le cytoplasme de la cellule sont ré-enveloppées du bourgeonnement. Ces

virus ré-enveloppés sont alors déplacés a la sudada cellule.
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[1.2.4. LES AGENTS ANTIHERPETIQUES

Un traitement antiviral idéal vise a cibler et inéi le plus spécifiquement possible un
événement de la réplication virale, sans pour autaluencer celle de la cellule héte.
L’attachement viral, I'entrée, la décapsidationsyathése protéique, la réplication de 'ADN,
'assemblage, et le bourgeonnement sont les pmajeurs de la réplication du VHS et sont
donc autant de cibles potentielles pour les amtivir Jusqu’a maintenant, cependant, les seuls
antiviraux ayant démontré une efficacité contr&#S et ayant une toxicité minimale et une
présentation adéquate pour 'humain ont tous piale altime I’ADN pol viral.

On peut classer les antiviraux disponibles pourdéement de l'infection au VHS en deux
classes distinctes :

> Les analogues de nucléosides acycliques : compréaayclovir, le pencyclovir, le
gancyclovir et leur prodrogues (le valacyclovir let famcyclovir). lls constituent les
traitements de premiers choix contre les infectiansVHS. Les analogues de nucléosides
phosphonates (ANP) qui incluent le cidofovir etiédovir peuvent également étre inclus dans
cette classe. Cependant, ces derniers antivirauxsomé pas encore approuvés pour le
traitement de linfection au VHS mais ont tout déme démontré une efficacité dans

l'inhibition de la réplication du VHS (schéma I1)10
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Schéma |I.10 analogues de nucléosides acycliques.
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> Les analogues des pyrophosphates inorganiquescoristituent la deuxieme classe

d’antiviraux, et comprennent le foscarnet (FOS)agtile traitement de seconde ligne dans le
cas d'infections résistantes aux analogues destosides. La structure de ces différents
antiviraux est présentée sur le schéma 1l.11. D&scules inhibant d’autres événements de la

réplication du VHS sont également en développement.

@

N
HN
o B )i
0=p-OH
_Cs J
HO™ O
HO~ OH HO— P

OH
Foscanet Cidofovir Adefovir

Schéma 11.11 analogues des pyrophosphonates et de nuclégqaidephonates.

11.2.5. MODE D’ ACTION DES AGENTS HERPETIQUES

> L’Acyclovir et ses dérivés : I'’Acyclovir est un dogue de la 2’-désoxyguanosine. Sa
découverte a été la plaque tournante du traiterdestinfections herpétiques et, depuis
plusieurs années, I’Acyclovir et ses dérivés samsaérés comme le traitement de choix des
infections au VHS-1, VHS-2 et au VZV. Il démontree efficacité remarquable et est trés

peu toxique.

L’Acyclovir doit étre sous sa forme triphosphorylgeur étre actif (schéma 11.12). Le premier
groupement phosphate est préférentiellement cordéréla TK virale. La conversion en
Acyclovir di- et triphosphate est catalysée parKiggmses cellulaires. Sous sa forme active,
I’Acyclovir-triphosphate entre en compétition aviec 2’-désoxyguanosine triphosphate en
tant que substrat pour 'ADN pol virale. Suite ansmsertion dans 'ADN en cours de
réplication, la synthéese de I'ADN prend fin. En e2ff I'Acyclovir ne possede pas le
groupement 3’-hydroxyle nécessaire a la formatiarlieh 3'-5’-phosphodiester et est donc

un terminateur de chaine.
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Schéma I.12 Mécanisme d’action des agents herpétiques

> Le foscarnet: c’est un analogue des pyrophosphatmganiques (ppi) et differe
considérablement des analogues nucléosidiquestdiétirine requiert pas d’activation
préalable par la TK virale ou par les TK cellulair€’est un inhibiteur non compétitif de
'ADN pol virale et n’est pas incorporé dans lerbiil’ADN en cours d’élongation. Le
foscarnet (FOS) bloque le site de liaison des quui’ADN pol et dece fait, empéche le
clivage des nucléosides triphosphates et le treirdds ppi sur TADN pol viral.

> Analogues de nucléosides phosphonates (ANP) : daucture primaire comprend
déja un groupement phosphate lls n’ont pas besétredohosphorylés pour étre activés. Les
kinases cellulaires les convertissent en leur fodipéosphate. lls sont alors des inhibiteurs

compétitifs de I’ADN pol viral.

[1.3. OBJET DU TRAVAIL

Dans le cadre de I'élaboration de nucléosides r@sdidbordé au Laboratoire de
Chimie des Substance Naturelles, nous nous propodensynthétiser, de caractériser et

d’évaluer les potentialités antivirales d’analogdesucléosides acycliques (schéma I1.1.3).

T

o]
HsC HsC

s | /I\LH 3 \(kNCHZCOZH

X X

TjozN O TjozN O

Y Y
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Afin de synthétiser ces quelgues acyclonucléosidess avons adopté

représentée sur le schéma synthétique (11.1.4patitv
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la stratégie

o o]
HsC HyC HaC
ﬁ/’l’* 3 hu 3 ficmcomsu escoos
BzO
o NTO HO NS0 HO— S\~So
1]
HO OH HO OH HO OH HO OH
2 o H;C. 2
HC o 3 \(KNCH ,COOtBU|
20 | Ni:; HC - HSC\(K,NQCHZCOOBU 20 o‘ N’go
° Ho o HO~ ooNTo \k ?/
[ 1§ Yo/ Y
[ele) z il [elNe)
00 [elye}
o) o)
2 HaC NCH,COOtBuU HsC NCH,COOBu
HaC o) \ 2 \ T
‘ NH H4C HO /KO BzO. o
PN NH o N o N
B09 0N 0 o LK
o NTO
7 HO OH HO OH
HO OH l
HO OH -
¢ \(k CHzCOOtBu 3 NCHZCOOIBU
o)
HaC
HsC. y \ 2 NCHZCOOH 7
/LO Bz )\ | NH NH Cl N N
O\K Nz /LO 3 3
N N HO OH
1 s NgNg Go @@

o
H3C\f‘\)N\CHZCOOH
Ho\tOjN S0

O

NCHZCOOtBu

O
w (]

H3ﬁ\fi J\i\CHZCOOIBu
HO
\Ko?)‘ o

N3 N3

\KZNCHZCOOtBu

4

\

v
H4C.

\Eii /I\LCHZCOOH
o?}“ °

H3c\szcH2cooH \(ﬁ\NCHZCOOH N3 N3
N Ko
W (Y
NaNg cicl
Schéma |I.1.4 schéma synthétique
Une des étape clé de cette synthése est la réadtiodéprotection sélective des

hydroxyles secondaires de la partie glucidique uktléoside. Nous présenterons tout d’abord

la mise au point d’'une nouvelle méthode de débdatiog sélective des hydroxyles

secondaires puis nous détaillerons la préparatsradyclonucléosides.



CHAPITRE IIT
Débenzoylation sélective
des hydroxyles secondaires
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1. DEPROTECTION SELECTIVES DES HYDROXYLES
SECONDAIRES

La déprotection sélective des hydroxyles seconslaite la partie glucidique du
nucléoside est I'une des étapes clés de la synteseacyclonucléosides. Il nous a semblé

intéressant d’étudier les différents systemes ntemantte déprotection.

[11.1. ETAT DE LA QUESTION

Le substrat de départ est un nucléoside présantémfonctions alcools benzoylées. Il
est nécessaire d’avoir des groupements hydroxylgsositions 2’ et 3’ libres et la fonction
alcool primaire en position 5’ protégée afin depas interférer avec les réactions ultérieures.
Pour obtenir le diol 2’, 3’ libre, tout en ayant groupe protecteur sur la fonction en position

5’, deux alternatives peuvent étre envisagées :

R'O HO RO RO
o B o B o B o B
voie 1 voie 2

HO OH HO OH RO OR HO OH

Schéma lll.1: Deux possibilités pour obtenir le diol 2',3’ tibet I’hydroxyle 5’ protégé

La premiéere possibilité (voie 1) comporte deuxpéta Tout d’abord, les trois
fonctions benzoyle sont éliminées, puis la foncdoool primaire en position 5’ est protégée
sélectivement. Il s'agit de la méthode la plus aoument utilisée. La déprotection de tous les
groupes hydroxylés s’effectue sous I'action du méthanolate de sodiunde I'ammoniac en
solution dans le méthanol, a température ambidm®te.co-produits du nucléoside déprotégé
obtenus sont alors du benzoate de méthyle ou deabede. Plusieurs types de protection
sélective peuvent alors étre envisagés. Citonsepample la sylilation. Contrairement aux
estérifications par le chlorure de benzoyle ou Hiaride acétique, la silylation présente
lavantage d’étre sélective lorsque le groupe sil@st assez volumineux: le tertio-
butyldiphénylsilyle (TBDPS) ou le tertio-butyldinigtsilyle (TBDMS) sont couramment

rencontré¥.

15 A.Holy, Collect. Czech. Chem.Comm@,,4072 (1972).
182)E. J. Corey, A.Venkateswarll,Am. Chem. So084(17), 6190 (1972).
b)S. Hanessian, P. Lavallégan. J. Chenb3, 2975 (1975).
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Une autre protection sélective consiste & trityléa fonction alcool primaire. Plusieurs
groupements sont alors possibles : le trityle, tc@sdire le triphénylméthyle, Ipara-
méthoxytrityle ainsi que les composés di et trihmgylés. La réaction de fixation se fait a
température ambiante dans la pyridine. Ce grou@gepte I'inconvénient de s’hydrolyser en
milieu acide, toute réaction se faisant en milieid@ ou nécessitant un traitement acide n’est
donc pas compatible avec ce type de groupe proredteest également nécessaire que le
produit obtenu soit suffisamment stable pour pousopporter une déprotection en milieu
acide.

La seconde possibilité (voie 2) consiste a depgmtésélectivement les diols en
position 2’, 3' par la méthode mise au point pashitio et Coff®. Il s'agit de la méme
réaction que celle utilisée lors de la débenzoyhatiotale du sucre. Mais dans ce cas, le
meéthanolate de sodium n’est plus solubilisé damaééhanol; il est mis en suspension dans
un solvant anhydre dans lequel il n’est que pdetieént soluble. Parmi les solvants testés,
seuls les éthers cycliques (THF et le 1,4-dioxamd)conduit a des résultats acceptables.
Cette déprotection sélective a été appliqguée aslivaecléosides : elle est originale et permet
d’obtenir le nucléoside protégé en position 5’ ee geule étape, mais nécessite d’opérer dans
des conditions rigoureusement anhydres. La présgmteces d’eau entraine la déprotection

totale.

[11.2. RESULTATS ET DISCUSSION

La voie 2 a été choisie (schéma l1ll.1), car elleréalisée en une seule étape. Nous
avons tout d’abord utilisé la méthode de Nishinoad®, Celle-ci est réalisée dans le THF en

présence de méthanolate de sodium.

0
L L
PO o N MeONa , THF R
TA, 35 -75%
BzO OBz HO OH
1 4

Schéma Il1l.2: Déprotection séléctive par la méthodeNishino et Coll .

M. Smith, D.H. Rammiler, I.H. Golberg, H.G. KhoradaAm. Chem. Sa@4, 430-440 (1962).
183, 1. Nishino, M.D., A. Rahman, H. Takamaru, Yhitio, Tetrahedrord1, 5503-5506 (1985).
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La réalisation de plusieurs essais de déprotestbective du nucléoside dans les mémes

conditions opératoires, conduit & des rendementantade 35 a 75 %. La présence de traces
d’eau conduit & une déprotection totale. En raides contraintes opératoires et de la non
reproductibilité de cette réaction, nous nous somat@chés a mettre au point un processus

moins complexe de débenzoylation sélective.

111.3. NOUVELLE METHODE DE DEBENZOYLATION SELECTIVE '°
[11.3.1. DEPROTECTION SELECTIVE EN SERIE FURANOSE

La débenzoylation par I'ammoniac dans le méthana@nen classiquement au
nucléoside compléetement déprotégé. L'étude finea@rocessus sur notre systéme nous a
ameneé a observer que le composé débenzoylés dioped’ et 3' se formait préalablement
et suffisamment lentement pour étre isolé. Noussnalors cherché a mettre au point une
réaction de déprotection sélective des hydroxyboisdaires, en présence d’une solution
d’ammoniac 7M dans le méthanol (schéma ll1.3).

O O
R R
3\E‘kNR2 B\KKNRZ
BzO
BzO o N e o N (@)
NHs / MeOH R
BzO R; HO Ry
R]_: OBz, R2 =H, R3 = CH3 1 R]_: OH, RZ =H, R3 = CH3 4
R;= OBz, R, = CH,COxtBu, R3 = CH3z 2 R;= OH, Ry, = CH,CO,tBu, R3=CH3 5
R]_: R2: R3: H 3 R]_: R2: R3: H 6

Schéma 111.3: Déprotection sélective

Cette réaction a été optimisée avec le comfdosgmme substrat de départ en faisant
varier la quantité d’ammoniac, le temps de réactbrla température (tableau IIl.1). En
suivant I'avancement de la réaction par ccm, oresfesla formation des produits mono
débenzoylés en positions 2’ ou 3’, et aprés quslgquautes I'apparition du composé di
hydroxylé en 2’ et 3'. Dés la formation du compts@ydroxylé, la réaction est arrétée. Cette

méthode ne nécessite aucune précaution particuheraucun traitement. Une simple

¥ R. Zerrouki; V. Roy; A. Hadj-Bouazza; P. KraudzCarbohydr. Chem?2004,23, 299-303.
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eévaporation a froid permet d’éliminer le solvant'etces d’ammoniac. Les résultats obtenus

sont rassemblés dans le tableau Ill.1.

Tableau lll.1 : Résultats de la réaction de déprotection sélective

Composé NH 2 Temps | Température | Composé dihydroxylé
(h) Q) (%)
50 12 22 4 12
1 25 8 22 4 30
25 4 66
2 25 6 -15 5 68
3 25 6 65

a) nombre d’équivalents d’'ammoniac par groupemegdtdxyle secondaire.

Le meilleur résultat est obtenu en présence de @bvalents d’ammoniac par
groupement hydroxyle secondaire, dans le méthanet, 15°C, au bout de 6 heures de
réaction. Nous avons alors réalisé la déprotectidactive du composg dans les mémes
conditions opératoires. Le compdsé été isolé aprés purification par ccm préparadiec
un rendement de 68 %. Appliqué a la débenzoyla@eactive du 1-(3’,5’-d@-benzoyl$-D-
érythrgpentofuranosyl) Uracile, on obtient le composéméasvec un rendement de 65%.

[11.3.2. CARACTERISATION SPECTRALE

Les spectres infrarouges des compdséset 6 présentent les bandes correspondant
aux vibrations C=0 de la base vers 1694 cuers 1720 ci celle correspondant au C=0 du
groupement benzoyle et vers 2933 trtes C-H aromatiques. Les spectres montrent
I'apparition d’'une bande vers 3365 ¢roorrespondant aux groupements hydroxyle. En outre,
les principales bandes de vibration de la partfenthe sont présentes.

En RMN 'H, la disparition de protons aromatiques confiraedisparition du ou des
groupements benzoyle. Les données RMN du protorcalaposéd, 5 et 6 sont rassemblées

dans le tableau Il1.2.
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Tableau 111.2: Données RMNH des composés, 5et6 [d ppm (J Hz)]

Attributions Composé 4 (¢D;0D) Composé 5 (cD;0D) Composé 6 (OMSO)

Base

H-3 - - 55 s

H-5 - - 5,7d(8)

H-6 7.35d (1) 744d (1) 7,72 d (8)

CH;3 1,59d (1) 1,68d (1) -
Chaihe

CH; - 454 s -

CH;3 - 145 s -
Sucre

H-1 5,88d(4,4) 5,83d(4) 6,28 dd(6,8-7,2)
H-2'a 426t (4,4) 4,27 dd (4-5) 2,56 ddd(3,2-6,4-14 ,4)
H-2'b 2,64 dd(7,2-14,4)
H-3' 427 m 4,331t (5) 441 m

H-4' 427 m 442 m 451l m
H-5'a 471dd (2,9-12,2) 4,73dd (2,4-12,4) 4 58 dd(b-11,6)
H-5'b 451dd (4-12,2) 454 dd (4-12 4) 4,62 dd(4,8-11,6)

Benzoyle 7,4-8,10 m 7,5-8,05m 7,8 m

111.3.3. DEPROTECTION SELECTIVE EN SERIE PYRANOSE
Afin de généraliser cette méthode originale, ndagohs employée pour déprotéger
sélectivement des glucides sous leur forme pyramelseque le 1-méthyl-2,3,4,6-tettx-
benzoyla-D-glucopyranoside et le 1-méthyl-2,3,4,6-teDdenzoyla-D galactopyranoside.

R2 OBz

R> OBz
Ry Q NH3/MeOH R, Q
Bz T ambiante, 5 h HO
OBz OH
OMe OMe
R1=0Bz; Ro=H R1=0OH; R2=H 7
R,=H; R,=0Bz

Ry=H; R,=OH 8

Schéma l1l.4: Déprotection sélective en série pyranose
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Nous avons tout d’abord utilisé les conditions apg@ires qui ont conduit aux
meilleurs rendements en série furanose. A —15%nktique de la réaction est tres lente. On
observe trés peu d’évolution par ccm. Apres vammatles différents paramétres influencant la
réaction, on obtient des rendements de 65% ersarili25 équivalents d’ammoniac par

hydroxyle secondaire a température ambiante pertdaetires de réaction.

[11.3.4. CARACTERISATION SPECTRALE

Les spectres IR des deux composés montrent I'sijppad’une bande vers 3365 &m
correspondant aux groupements hydroxyle. Le spdei& 'H montre la disparition des
protons aromatiques correspondant a trois groupemaeenzoyle. Les données RMN du

proton des compos&set8 sont rassemblées dans le tableau II1.3.

Tableau I11.3 : Données RMNH des composéset8 [5 ppm (J Hz)]

Attributions  Composé 7 (cDcl;/cD;0D 1/1)  Composé 8 (CDCl;/cDs0D 1/1)

Sucre
H-1 4,69d(3,7) 4,76 d (3,5)
H-2 3,45 dd(3,7-9,2) 3,83 dd(3,5-10,1)
H-3 3,671t(9,2) 3,78 dd(3,1-10,1)
H-4 3,4 dd(1-9) 3,97 dd(0,9-3,1)
H-5 3,86 ddd(2,1-6-9,9) 4,13 ddd(0,9-4,9-7,5)
H-6a 4,45 dd(6-11,8) 4,48 dd(4,9-11,4)
H-6b 4,64 dd(2,1-11,8) 4,53 dd(7,5-11,4)
CH3 342 s 341 s

Benzoyle

H-3,5 7,47 td (1,5-7,5) 7,47 td (1,5-7,5)
H-4 7,6 11 (1,5-7,5) 7,6 t1(1,5-7,5)

H-2,6 8,04 dd (1,5-7,5) 8,04 dd (1,5-7,5)

[11.4. CONCLUSION

Ces résultats mettent en évidence, pour la prenfigisege que l'utilisation d'une
concentration bien définie d'ammoniac et d'une tgatpre spécifique de réaction permet la
débenzoylation sélective des groupements hydreedendaires. Cette méthode a été utilisée
dans un premier temps en série furanose et gé&sesadin série pyranose. De plus elle ne
nécessite aucune précaution particuliere et peatudgilisé aisément pour la débenzoylation
d’autres glucides.



CHAPITRE IV
Les acyclonucléosides



33

IV. SYNTHESE D'ACYCLONUCLEOSIDES

IV.1. INTRODUTION

Comme nous l'avons montré au chapitre précédeatydlovir est 'un des rares
composés a présenter une action significative'serpes simplexCe type de composés est
réputé tres peu cytotoxique vis a vis des cellues infectées. A I'heure actuelle, on ne
connait que trés peu de dérivés de I'acyclovir @dast un caractere antiviral reconnu. La
recherche de composeés, si possible plus actifscque existant, constitue donc une étape
importante dans le domaine de la chimie fine. Denlm@uses équipes de recherche se sont
intéressées a la syntheése d’analogues de I'acydleviype acyclonucléoside. Ces analogues
sont synthétisés par modification de la partie igigoe des nucléosides. Les 2', 3'-
acyclonucléosides peuvent étre considérés comnme d¢ala méme famille que 'acyclovir

car ils possédent la fonction éther ainsi que ¢eigement 5’-hydroxyle (schéma IV.1).

HO B

O
B = base purique ou pyrimidique
R =H, OH ou NHp

R R

SchémalV.1: exemple de 2’,3’-acyclonucléosides

Par rapport aux nucléosides, ils gardent le mérnelstie carboné et la chiralité du
carbone anomérique, par contre ils perdent laitégidie la partie glucidique puisqu’il n'y a
plus de liaison entre les carbones 2’ et 3'.

Pour notre part, nous présentons: la synthésearact@risation structurale et I'évaluation
antivirale de quelques analogues acycliques deéasitles portant comme partie base, la

thymine (schéma IV. 2).

o)
HaC HaC

I

| ,l\i H | /I\LCHZCOZH
X\\EOZN O X\\SOZN O
Y Y

SchémalV.2: analogues acycliques de nucléosides

X X X X
o mnn
0=< <<
<0Zz0

Tu o
I
zZ
w
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IV.2. SYNTHESE
IV.2.1. COUPLAGE DE LA BASE ET DU GLUCIDE

Une des étapes clés de la synthése des nucléosstiel® couplage de la base
pyrimidine, purine ou autre, avec le glucide. Nowmis proposons d’abord de présenter

brievement quelques méthodes de couplage.

IV.2.1.1. Méthode de Fischer (ou Koenigs-Knorr) utisant les sels de

métaux lourds

Fischer et Helfericf! ont réalisé la premiére synthése de nucléoside$9dd, en
utilisant le sel d’argent d’'une base purique quoits fait réagir sur un bromoglucopyranose.
Cette méthode a ensuite été utilisée par Todd k*Een 1948 pour obtenir 'adénosine et la
guanosine. En 1951, Davoll et Loffyont remplacé les sels d’argent des purines paselss
chloro-mercuriques. Les rendements ainsi obtenus seilleurs. Le mécanisme peut étre

décrit de la maniére suivante (schéma IV.3):

z z z
N~ N™ N”
e *xﬁm%ﬁ%ﬁ

N RO™ °N >l

XHgO I(ID ll\l
R ¢ H
{;(, @9\
R = acylglycosyl
X =ClI, Br
Z = NHAc, OEt

z z
o 1) 1)
2 + -~
O)\N 0O~ N
| >
R Ez/ HgX
Ei
Schéma 1V.3: Méthode de couplage de Fischer

Cependant ces sels de métaux lourds présentecdrinénient d’étre difficiles a éliminer et

sont sources de toxicité.

20 E. Fischer, B.HelferictBer., 47, 210 (1914).
2. Davoll, B. Lythgoe, A. R. Todd, Chem. Soc967 (1948).
22 3. Davoll, B. A. Lowy,J. Am. Chem. Soc73, 1650, (1951), J. J. Fox, N. Young, J. Davoll,B5 Brown, J.

Am. Chem. Soc78, 2117 (1956).
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IV.2.1.2. Méthode de Hilbert et Johnson

Parallelement a ces méthodes employant des selmélaux lourds, Hilbert et
Johnsof® ont développé une procédure de couplage égalermppélée méthode de
guaternisation. Elle est appliquée principalememturpla synthése de nucléosides
pyrimidiques. Elle s’effectue par condensation dei-dlalcoxypyrimidines sur des

halogénures acétylés, selon le mécanisme suivetméris 1V.4) :

o G

AcO X=ClI, Br
O X NZ>N Y |>:> Y= H, CHs

* R= alkyl

AcO OAc AcO OAc AcO OAc

Schéma IV.4 Méthode de couplage de Hilbert et Johnson

Cette méthode donne des rendements variables mjingloencés par plusieurs facteurs :
- la facilité de dissolution du sucre halogéné, feséw par I'utilisation de solvants tels
que l'acétonitrile ;

hY

- laptitude du groupe alkyle R du sel quaternairéeerimédiaire a subir I'attaque
nucléophile de lion halogénure” Xil est possible dans certains cas d'utiliser un
catalyseur tel que HgBrqui, en se complexant avec le sel quaternaireyrifsera
I'élimination du groupe R en position 2 ;

- I'électronégativité du substituant Y en position 5.

IV.2.1.3. Méthode de Vorbriiggen

En remarquant que les catalyseurs de Friedel-Cpaft:ettent la conversion des 1-
acyloxy sucres acétylés en leur dérivés 1-acésliéshalogénés, Vorbriiggen et Gbllont
tenté la réaction avec des pyrimidines et des supexacétylés ou 1l-acétylé-2,3,5-
tribenzoylés. La réaction est réalisée a tempéraamnbiante dans un solvant polaire (1,2-
dichloroéthane, acétonitrile ou mélange des dewpreportions variables). Apres divers

essais réalisés avec différents catalyseurs dddrret Crafts (ZnG| TiCl,, AlCI3, SnC}, ou

% G. E. Hilbert, T. B. Johnsod, Am. Chem. Sq&2, 2001 (1930).
24 3) U.Neidballa, N. Vorbriigged, Org. Chem.39, 3654 (1974).
b) U.Neidballa, N. Vorbriigged, Org. Chem.39, 3660 (1974).
¢) U.Neidballa, N. Vorbriigged, Org. Chem.39, 3668 (1974).
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BFs-Et,0), il apparait que la combinaison 1,2-dichloroa#i&nC) donne de bons résultats.
Ce solvant ainsi que I'acétonitrile sont d'utiliset aisée car ils sont facilement purifiables et
permettent un chauffage a plus de 70°C si nécessagpendant I'emploi de I'un ou de
'autre engendre des modifications du comportenuss réactions (temps, proportions des
produits N-1 et N-3 substitués sur les bases pgiiques).
La quantité de catalyseur employée dépend de laendtl réactif glucidique utilisé :

0,25 ég. sont suffisants pour réaliser un couptagee une base silylée et un sucre halogéné
en position anomérique, alors que 0,75 a 1,5 ét. rsécessaires dans le cas de sucres 1-O-
meéthyle ou 1-O-acétyle, ces derniers étant moinsiies mais moins réactifs.

Le mécanisme de la réaction de glycosylation (sehBrftb) met en jeu la participation
du groupement en position 2 du sucre : le groupenaegloxy (acétyle ou benzoyle)
intervient pour former un intermédiaire «sucre-wadi cyclique qui encombre la face

a. L’attaque nucléophile de la base silylée se faitsapréférentiellement sur la fa@e

BzO o. o. ,CHs BzO o
S)
*» g o+ AcO—SnCl,
Ol\f’ﬂlsn/\ EN
BzO O\(f//\% ¢ Cl BzO )

AcO SnCI4 )j ka
Me3S|Q \N BzO N" o .
_w + AcOSiMe; + SnCl,
BzO O

BzO OBz

Schéma IV.5: Mécanisme du couplage de Vorbriiggen appliquésasrs pyrimidiques

La méthode de Vorbriiggen est devenue la plus freqent employée dans la synthése
des nucléosides en raison de ses nombreux avantages

- elle peut étre appliquée non seulement aux pyrimegliet a leurs dérivés, mais aussi
aux purines, aux thiazoles et a d’autres hétéresyatotes ;

- lafixation du groupe TMS sur la base est treseajsé

- le TMS s’élimine facilement en fin de réaction aws du traitement ;

- les rendements obtenus sont élevés du fait devisicin par des groupes TMS pour
I'attaque nucléophile ;

- la possibilité d'utiliser des sucres 1l-acétylésle@-méthylés plus stables et facile

d'acces.



37

IV.2.1.4. Résultats et discussion

Pour réaliser le couplage de la thymine et dufutamose, nous avons opté pour la

meéthode de Vorbriggen (schéma IV.6) en raison daciédé de mise en ceuvre.

0
BzO o OAc H3C NH
o OSiMe; | /g

BzO OBz N O
Hj'\)j/CHg THI\/I\IASDCSI HsC | \J\'\ el BzO—
> P CICH,CH,CI
N CICH,CH.CI N7 OSiMe, 921%2
H BzO OBz
1

Schéma 1V.6: Couplage de la thymine et du ribofuranose

Nous avons tout d’abord réalisé la silylation dédge par un groupe triméthylsilyle,
les agents silylants utilisés sont le 1,1,1,3,&8améthyldisilazane (HMDS) et le chlorure de
trimethylsilane (TMSCI). La silylation est réalisdans un solvant : le 1,2-dichloroéthane qui
a été choisi en raison de son point d’ébullitiolatreement haut (84°C) et sa compatibilité
avec la suite de la réaction. Un exces de catalysduwitilisé pour le couplage de maniére a ce
gu’il ne soit pas entierement consomme par legsa$ts agents silylants.

La réaction de couplage est ensuite réalisée égramt le 1-O-acétyl-2,3,5-tri-O-
benzoylB-D-ribofuranose, suivie du catalyseur le tétraalerd’étain, sous atmosphére
d’argon. Aprés traitement et purification par chetagraphie sur colonne, on obtient le
produit désiré avec un rendement de 91%.

IV.2.1.5. Caractérisation spectrale

L’analyse spectroscopique de ce produit est camdon la structure attendue. Le
spectre infrarouge montre la présence du groupehtéitde la thymine & 3186 ¢hainsi
que celle des C-H aromatiques vers 3065".cthprésente les bandes correspondants aux
vibrations C=0 du carbonyle de la thymine & 1694 @ndu carbonyle des benzoyles & 1724
cm?, le signal correspondant aux C=C se trouve a £603

Le spectre RMN'H montre une non-équivalence des protons portétepzarbone 5’
du ribofuranose: lls se présentent sous forme délds doublets correspondants d’'une part a
leur couplage avec le H-4’(qui est en plus coupkceH-3’) avec des constantes de 2,5 et 3,4

Hz, et d'autre part a leur couplage entre eux awee forte constante de 12,12 Hz
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caractéristique des protons géminés. Le proton Hsldnne sous forme de doublet a 6,4 ppm.

On note également la présence de tous les protorespondant & la thymine (tableau 1V.1).

Tableau IV.1: DonnéesRMN *H du composé [d ppm (J Hz)]

Attributions Composé 1 (¢DCls)
Base
H-3 88s
H-6 7,16 d (1)
CH3 16d(1)
Sucre -
H-1 6,43 d (6,4)
H-2' 5,75 1 (6,2)
H-3' 5,91dd (3,7-6)
H-4' 470 m
H-5'a 4,65 dd (3,4-12,1)
H-5'b 4,88 dd(2,5-12,1)
Benzoyle 7,35-82 m

IV.2.2. ALKYLATION DE LA THYMINE EN POSITION 3

La réaction d’alkylation en position 3 de la thymia été réalisée d’aprés le processus

mis au point par Eritja et C6Hl (schéma IV.7)

o) o)
HsC HsC
3 \(‘\NH 3 \(kNCHZCOOtBu
BzO /go BzO /LO
o N o N
K2C03, BrCHZCOOtBu
DMF }
BzO OBz BzO OBz

2

Schéma IV.7: Alkylation en position 3 de la thymine

L’alkylation de la thymine est une réaction du typéliamson qui se fait en deux

étapes, une réaction acido-basique dans un preéem®s en mettant le prodditsolubilisé

 E. Ferrer, A. Schevchenko, R. Eritiporg. Med. Chem8, 291-297 (2000).
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dans le DMF anhydre en présence g€ ®&s. Puis en une substitution nucléophile du second
ordre dans un deuxiéme temps et ce, en ajoutadblemoéthanoate de tertiobutyle, cette
méthode permet d’obtenir le compdsévec un rendement quasi quantitatif (98%)

Caractérisation spectrale

Le spectre infrarouge de ce composé montre la wdigpadu signal du groupement

N-H , ainsi que I'apparition d’'une bande correspartdaux vibrations C=0 du bras a 1667

cmt,

Le spectre RMN du proton montre la présence dy &kc une non-équivalence des

deux protons (4,52 et 4,58 ppm, J= 16,5 Hz) aiosilg présence des gHu tertiobutyle qui

résonnent sous forme de singulet a 1,42 ppm, leladEments des protons du sucre et de la

base ne sont quasiment pas affectés par I'additiooras . Les données RMN du proton sont

rassemblées dans le tableau I1V.2.

Tableau IV.2: DonnéesRMN *H du compos& [d ppm (J Hz)]

Attributions Composé 2 (CDCls)
Base
CH3 1,64 sé
CHs (tBu) 142 s
H (CH2) 452 d (16,5)
H (CH2) 458 d (16,5)
H-6 7,20 sé
Sucre
H-1 6,45 d (6)
H-2' 5,75 1 (6)
H-3' 5,93 dd (4,2-5,7)
H-4' 470 m
H-5'a 4,88 dd (2,4-12,2)
H-5'b 4,64 dd (3,3-12,2)

Benzoyles

7,34-8,2
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IV.2.3. REACTIONS DE DEPROTECTION TOTALE DES HYDROXYLES

L’étape suivante est la déprotection totale dewpmsés synthétisés précédemment.
Celles-ci sont réalisées en milieu basique. Nousnawitilisé la méthode classique qui
consiste a déprotéger les hydroxyles par transisaéon dans le méthanol en présence de
méthanolate de sodium.

0 0
H.C H.C
3 W\/KNR' 3 m\/KNR'
BzO )%o RO N)%o
o N o)
NH3 / MeOH R
ou MeONa / MeOH
BzO OBz HO OH
R=H 1 R=H 9
R'= CH,COOtBu 2 R'= CH,CO,tBu 10

R' = CH,CO,Me 10'

Schéma 1V.8: Réaction de déprotection totale

Dans le cas du compogéla déprotection est totale au bout d’'une heurdeatie de
réaction, on obtient le produit désiré avec un eemeht de 98% en produit purifié.

La déprotection du compogdans les mémes conditions conduit a la formaten d
deux composés qui ont été caractérisé par RMN coétare le produit attendu accompagné

du produit de transéstérification en position 3lauhymine.

o) o)
HsC HsC
3 \EKNCH2COOtBu 3 \fl\NCHZCOOMe
\WN \QN

HO OH HO OH
46,75 % 23.3%

Dans ce dernier essai nous avons donc opté paléplatection dans le méthanol en
présence d’ammoniac méme si cette réaction préSmm@nvenient d’étre trés lente puisque

le temps de réaction est de 21 heures. Le rendeapedd purification est de 92%.

Caractérisation spectrale :

Le spectre infrarouge du compdsgrésente les bandes correspondants aux vibrations

C=0 de la thymine vers 1694 ¢net aux C-H aromatiques vers 2933 trBien entendu le
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spectre n’a pas le signal du carbonyle du benzeateontre I'apparition d’'une bande vers
3365 cm' correspondant aux groupements hydroxyles. En plgseprincipales bandes de
vibrations de la partie thymine sont présentes.sDancas du composk), on remarque la
présence des bandes déja observées dans le dpediiecompos® avec I'apparition de la
bande hydroxyle & 3350 ¢let la disparition du signal du carbonyle du benzoat

En RMN H, la disparition des protons aromatiques confirtmedisparition des

groupements benzoyles. Les données RMN du pro®camposés et 10, sont rassemblées
dans le tableau IV.3.

Tableau 1V.3: DonnéesRMN 'H des composéet 10[5 ppm (J Hz)]

Attributions Composé 9 (CD;0D) Composé 10 (¢D;0D)
Base
H-3 - -
H-6 7.83q(1) 7,95d (1)
CHs 1,87d(1) 191d (1)
Chaine
CH> - 4,55 s
CHs - 146s
Sucre
H-1' 5,89 d(4,4) 5,90d (4,4)
H-2' 4,19 dd(4,4-5,3) 426 t(4,6)
H-3' 4,15 dd (4-5,3) 4351t (4,6)
H-4' 3,98 ddd (2,7-3-4) 4 ddd(2,6-2,9-12,2)
H-5'a 3,73 dd(3-12,2) 3,75 dd (2,9-12,2)
H-5'b 3,84 dd(2,7-12,2) 3,87 dd (2,6-12,2)

IV.2.4. COUPURE OXYDANTE ET REDUCTION

La coupure oxydative et réduction est I'étape laspiiélicate de cette synthése en
raison des nombreux parameétres gouvernant cettgicidaGeénéralement cette étape est

effectuée par oxydation par l'acigetriodique ou leperiodate, suivie par une réduction au
borohydrure de sodium.
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L’analyse des résultats de la littérature montre qes réactions sont effectuées en
phase homogeéh®?’?® ou hétérogeérfé avec des rendements n'excédant pas 68%. Ceux Ci
sont liés aux difficultés d’extraction du produitdl. Cependant Sufrin et cdfl.sont parvenus
a effectuer I'oxydation et la réduction en une saihpe en déposant 'oxydant et le réducteur
sur une résine par échange d’ions. Dans de tetleditions, les rendements ont été parfois

supérieurs a 95%.

IV.2.4.1. Résultats et discussion

Nous avons appliqué la méthode de Sufrin et®ple substrat est solubilisé dans du
meéthanol auquel on additionne periodate et le borohydrure de sodium sur résine. Le
dialdéhyde est réduit au fur et a mesure de sa aitom Apres purification par

chromatographie, on obtient les compakgsl2, 13t 14 (schéma 1V.9.)

O - 0 . O

HBC\EU\NRI HSC\EKNR' H3C | /I\LRI
RO /ko RO o N~ O

NalO,4 @) NaBH,4
MeOH MeOH
|

HO OH : % o) | HO OH
R =Bz R=H 4 R=Bz R=H 11 (82%)
R = Bz, R'= CH,CO,tBu 5 R = Bz, R'= CH,CO.tBu 12 (97,6%)
R=H,R=H 9 R=H R=H 13 (66,5%)
R = H, R'= CH,CO,tBu 10 R =H, R'= CH,CO,Bu 14 (91,5%)

Schéma IV.9: L'oxydation et la réduction du cycle furanose

IV.2.4.2. Caractérisation spectrale

Les spectres infrarouge des composg&s12, 13et 14 sont comparables a ceux de
leurs correspondants cycliques. lls possédentiteations C-H aliphatiques vers 2930 tm
ainsi que les bandes hydroxyles vers 3390.den outre les principales bandes de vibrations

de la partie thymine sont présentes.

% A.-F. Maggio, V.Boyer, A-M. Aubertin, G. Obert, Kim, J-L. ImbachNucleosides & Nucleotide$0, 1431
(1991)
27 C. Périgaud, G. Gosselin, J-L. ImbaBiporg. Med. Chem. Let?, 677 (1992).
C. Périgaud, G. Gosselin, J-L. ImbadhChem. Soc. Perkin.1943 (1992)
2 H. Furusho, T.Ogata, A.Kato, Y.Sato, T.Endo, AiKblucleosides Nucleotide®), 739 (1991)
29 M. Bessodes, K. Antonakietrahedron Lett26, 1305 (1985).
30 3. R. Sufrin, A. J. Spiess, C. J. Marasco, S.roftCD. Snowdon, V. Yardley, C.J. BaccBiioorg. Med.
Chem. Lett.5, 1961 (1995).
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Apres oxydation et réduction, les spectres des ogggil, 12, 13t 14 confirment la
présence des deux protons H-2'a et b entre 3,8/8&tppm résonnant sous forme de double
doublet avec des constantes de couplage=J5,5 Hz et d,v= 12 Hz, de méme pour les
protons H-3'a et b qui résonnent entre 3,56 et 1B sous forme de double doublet avec
une constante de couplage..d, de l'ordre de 12 Hz. Les données RMN du protont son

rassemblées dans le tableau IV.5.

IV.2.5. AZIDATION DES ACYCLONUCLEOSIDES

D’'une maniere générale, la synthése consiste t@itortd & fixer un groupement
partant sur le groupement hydroxyle puis a effactsir ce composé une substitution
nucléophile par un groupement azido. Le tableaut I¥€sume quelques méthodes de

syntheses décrites dans la littérature.

Tableau 1V.4: Azidation: principaux résultats de la littérature

Produits de départ| Produits obtenus Conditions Rendement| Référence

expérimentales

0 0 1) TsCl/ pyridine 4°C
R\EKNH R\K\NH 16 h 56% 31
Ho— Ko N S0 | 2) LiNg(8éq.) DMF 2h ’
ol Loy
9 0 (CR:SO,),0/ collidine
HiC NH HaC NH
RO ;L/Nlo RO OfNio NaN; / DMF 33% %
HO OBz ;§ZH
0 o) 1) TsClI/ pyridine Fmp
Hﬁjsm)n *ﬂjbm)n 2) NaN; /DMF 100°C 23% 33

4h

31 H.M.Abrams, L.Ho, S.H.Chul. Med. Chem18, 947 (1981)
32 A.F.Maggio, V.Boyer, A.M.Aubertin, G.Obert, A.Kird.L.ImbachNucleosides Nucleotides),1431 (1991)
% J.Renault, D.Laduree, M.Robb¥yicleosides Nucleotidek3, 891 (1994).






Tableau IV.5: Données RMNH des composékl, 12, 13t14[5 ppm (J Hz)]

Attributions

Composeé 11 (cp;0D)

Composé 12 (¢D;0D)

Composé 13 (cD;0D)

Composeé 14 (cp;0D)

Base
CHs
CH3 (¥Bu)
2H (CH>)
H-6
Ribosyle
H-1'
H-2'a
H-2'b
H-3'a
H-3'b
H-4'
H-5a
H-5'b
Benzoyles

1,46 d (1)

7,36d(1)

5,95 1 (5,7)
3,78 dd (5,7-12)
3,65 dd (5,7-12)

3,68 dd (2,2-12,2)
3,67 dd (4-12,2)
4,00 m
3,80 dd (4,8-12)
3,74 dd (5,3-12)
7,40-8,10

1,58 d (1)
146 s
449 s
74d(1)

5,99 1 (5,6)
3,67 dd(5,6-12)
3,81 dd(4,8-12)

3,75 dd(5,4-11,9)
3,78 dd(4,8-11,9)
4,02 m
43 dd (3,1-12,1)
3,93 dd (3,1-12,1)
7.40 - 7,95

191d(1,1)

76d(11)

5,96 1 (5,5)
3,70 dd (5,5-11,9)
3,80 dd (5,5-11,9)

3,69m
3,68 dd (6,3-12,4)
3,57 m
3,56 dd (5,3-12)
3,58 dd (5,4-12)

1,93d (1)
146 s
456 s

7,659 (1)

597t (54)
3,69 dd (5,4-12)
3,77 dd (5,4-12)
3,63 dd (5-11,9)

3,56 dd (2,2-11,9)
37l m
3,55 m

3,74 dd (3,9-11,6)
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IV.2.5.1. Résultats et discussion

La méthode de Renatit(tosylation des composdd et 12 et azidation) n'a mené a
aucune évolution lors de I'étape d’azidation. Nausns alors réalisé les réactions d’azidation
apres mésylation dans la pyridine anhydre en poésda quatre équivalents de chlorure de
mésyle a O°C. Le mélange obtenu aprés traitemassidue est utilisé tel quel. L'azidation
est effectuée ensuite sur ce brut réactionnel taidviF a 100°C en présence d’azidure de
sodium (15éq.) (schéma IV.10). Aprés deux heureseéation est terminée, le mélange
réactionnel est extrait au chloroforme puis puriiégr ccm préparatives. Les rendements

d’azidation obtenus sont acceptables par comparaiseux trouvés dans la littérature.

O O (0]
HsC HsC H3C
ro L L

| NR | NR'
(0) N M i o O N R (o) N
?/ sCl, Pyridine, 0°C ?/ NaNs, DMF, 100°C Z
HO OH MsO  OMs N3  Nj
R =Bz, R'=H 11 R =Bz, R'=H X=0Bz, R=H 15 (48%)
R = Bz, R'= CH,CO,tBu 12 R = Bz, R'= CH,CO,tBu X =0Bz, R'= CH,CO,tBu 16 (62%)
R=H,R'=H 13 R =Ms, R'=H X=Nz R=H 17 (50%)
R = H, R'= CH,CO.tBu 14 R = Ms, R'= CH,CO4tBu X =Nz, R'= CH,CO,tBu 18 (48%)

Schéma IV.10 Réactions de mésylation et d’azidation des groupésrieydroxyle
IV.2.5.2. Caractérisation spectrale

L’analyse spectroscopique de ces produits est corf@ux structures attendues. Les
spectres infra rouges présentent les bandes congaptes aux vibrations C=0 de la thymine
vers 1690 ci, avec disparition des bandes hydroxyles et I'dfipard’une bande vers 2104
cm* correspondant au groupement azido.

Les données RMN du proton des compdk®sl6, 17 et 18 sont rassemblées dans le
tableau 1V.6.



Tableau IV.6: Données RMNH des composéks, 16, 17et18[5 ppm (J Hz)]

Attributions

Composé 15 (cDcls)

Composé 16 (¢DCls)

Composé 17 (cpcls)

Composé 18 (cDcls)

Base
CH;3 161d(1) 1,61d(1) 197 sé 1,98 d (1)

CH3 (+Bu) - 146s - 147 s

Ha (CH>) - 450d (16,5) - 458 s (2H)

Hb (CH2) - 4,54 d (16,5) - B}
H-3 910s - 9,12 sé -
H-6 714q(1) 715q (1) 7,27 sé 7,59d (1)

Ribosyle
H-1' 6,08 dd(5,1-5,8) 6,11 dd (4,7-6,4) 6,07 t (5,5) 6,10 + (5,8)
H-2'a 3,58 dd(5,8-12,8) 3,46 dd(4,7-13,1) 3,63 dd(5,4-13,2) 3,75 dd (6-13,1)
H-2'b 3,48 dd(5,1-12,8) 3,57 dd(6,4-13,1) 3,51dd(5,5-13,2) 3,58 dd(5,8-13,1)
H-3'a 3,59 dd(4,1-12,8) 3,58 dd(5,8-13,1) 3,61dd(3-13,2)* 3,48 dd(5,5-13,2)*
H-3'b 3,70 dd(b-12,8) 3,70 dd(4,4-13,1) 3,46 dd(5,4-13,2)* 3,65 dd(4,2-13,2)*
H-4' 4,08 m 410 m 3,77 m 3,83 m
H-5'a 4,37 dd(4,8-12,5) 4,32 dd(3,3-12,2) 3,41dd(7-13,2)* 34lm*
H-5'b 4,38 m 4,42 dd(6,6-12,2) 3,35 dd(4-13,2)* 34lm*™

Benzoyles

H aromatiques 7,3-8,07 7,26-7,93
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Ce résultat est également confirmé par spectroend&imasse, les spectres de masse
obtenus des composé$, 16, 17et 18 présentent le pic quasi-moléculaire correspondant a
MNa'’ respectivement & m/z 437, 551, 358 et 472.

IV.2.6. CHLORATION DES ACYCLONUCLEOSIDES

D’une maniere générale la réaction de chloratidirésdisée en une seule étape, avec
le chlorure de thionyf# et en modulant le solvant et la température deticda Les résultats

obtenus avec le compo&2 sont rassemblés sur le tableau IV.7.

Tableau IV.7: Etude de la réaction de chloration du complzé

Essai SOCl, solvant Température (°C) | Rendement %
1 4 eq. /OH DMF 22 21 %
2 4 éq. /OH DMF 0 (10mn) puis 22 19 %
3 5 éq. /OH DMF 0 (10mn) puis 22 30%
4 5 éq. /OH pyridine 0 (10mn) puis 22 45%

Les résultats optimum sont observés dans la pwidim additionnant le chlorure de
thionyle a 0°C pendant 10 minutes puis en laistartempérature remonter a I'ambiante
(essai 4). Afin d’'améliorer ce rendement nous avéyaement réalisé cette transformation en
deux étapes. Nous avons utilisé le produit mésyiéé a partir du compodse pour réaliser
une substitution nucléophile dans le DMF, en présate KCI. Apres 24 heures de réaction,
le mélange réactionnel est traité et le brut périfie composé attendu est obtenu avec un

rendement de 15 %.

Pour réaliser les chlorations nous avons opté [@opremiere méthode, en une seule

étape.

34 V.Boucher, |.Stasik , D.Beaupére, R.Uzan, Carbahyeds,300, 139-142 (1997)



48

O O
H.C
H3C\E‘KNR. 3 \EK/N&R
RO N/go X 0

N
@)
Oz/ SOCb, pyridine Z/
HO OH Cl Cl
R =Bz R'=H 11 X=0Bz, R=H 19 (60%)
R =Bz, R'= CH,CO,tBu 12 X = 0Bz, R'=CH,CO,tBu 20 (45%)
R=H,R=H 13 X=Cl,R=H 21 (60%)
R =H, R'=CH,CO,Bu 14 X =Cl, R'=CH,CO,Bu 22 (66%)

Schéma IV.11 réactions de chloration

Les composeésy, 20, 21 et22 sont obtenus apres purification avec des rendengemtvarient
de 45% a 66%.

Caractérisation spectrale :

L’analyse spectroscopique de ces produits est corf@ux structures attendues. Les
spectres infrarouges de ces composés présentsrprifeipales bandes de vibrations de la
partie thymine ainsi que les bandes de vibratioém @bservées dans les spectres des
composédl, 12, 13xt14 avec la disparition des bandes hydroxyles.

Les attributions des signaux du spectre RMN dugpraiont reportées sur le tableau
111.8.

Les spectres de masse confirment qu'’il s’agit loies composés chlorés, le spectre de
masse du compos@l présente deux pics quasimoléculaires a m/z 315nket 317
correspondants a (M+H de méme pour le compo22 qui présente deux pics & m/z = 451 et

m/z = 453 correspondants a (M+)la



Tableau IV.8 Données RMNH des composék9, 20, 21et22[5 ppm (J Hz)]

Attributions

Composé 19 (¢DCls)

Composé 20 (¢DCls)

Composé 21 (¢DCls)

Composé 22 (CDCls)

Base
CHs
CH3 (¥Bu)
2H (CH>)
H-3
H-6
Ribosyle
H-1'
H-2'a
H-2'b
H-3'a
H-3'b
H-4'
H-5a
H-5'b
Benzoyles
H aromatiques

1,61d (1)

8,67s
7,08 q (1)

6,12 1 (6,1)
3,63 dd(6,1-12)
3,79 dd(6,08-12)
3,75 dd(5,2-12,2)
3,80 dd(5,5-12,2)
419 m
4,43 dd(4-12,1)
4,46 dd(6-12,1)

7,4-8

1,60d (1)
145s
452 s

710q (1)

6,15t (6)
3,64 dd(6-11,9)
3,73 dd(6-11,9)

3,77 m
3,79 dd(5,5-12)
418 m
4,39 dd(3,2-12,1)
4,48 dd(7-12,1)

7,4-8

197 d (1)

9,06 s
721q(11)

6,09d (6,4)
3,78 dd(6,4-11,9)
3,66 dd(6,4-11,9)

33lm
3,60 dd(6,2- 12)
3,98 m
3,65 dd(4,3-11,9)
3,64 dd(5,5-11,9)

1,98 sé
146 s
457 s

7,23 sé

6,10 1 (6,1)
3,77 dd(6,1-12)
3,67 dd(6,1-12)

3,72 dd(5-12,2)*
3,76 dd(5,5-12,2)*
397 m
3,61dd(5,7-11,9)*
3,63 dd(1,3-11,9)*
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IV.2.7. DEPROTECTION DU GROUPEMENT BENZOYLE EN POSITION 5’

La déprotection des composESs et 16 est réalisée dans une solution méthanolique

d’ammoniac (7M) a température ambiante (schéma2lVv.1

o
HsC ‘ , HaC ,
| NR | NR
BzO N/LO HO N/Lo
\%OZ NH3/MeOH \%OZ
Y Y Y Y

Y=Ng R=H 23
Y = Ng, R'= CH,CO,tBu 24

o)

Y =Ng R=H 15
Y = Ng, R'= CH,CO,tBu 16

Schéma 1V.12 Déprotection de I'hydroxyle primaire

Les spectres IR des composés débenzoylés en poSitimontrent la disparition du
signal du carbonyle du benzoate, et présentenbande intense & 3300 ¢neorrespondant
au groupement hydroxyle. En RMN du proton, la digjom des signaux des protons
aromatiques ainsi que le blindage des protons Hed'd confirment la disparition du

groupement benzoyle. Les données RMN du protorcoegposé3 et 24 sont rassemblées

dans le tableau 1V.9.

Tableau IV.9 Données RMNH des composéa3 et 24[d ppm (J Hz)]

Attributions  Composé 23 (cD;OD) Composé 24 (CD;OD)

Base
CH3 1,90d (1,1) 194 d(1)

CHs (+Bu) - 146 s

2H (CH>) - 455 s
H-6 757 q(1,1) 7,64q(1)

Ribosyle
H-1 6,04 d (6) 6,07 t(5,9)
H-2'a 3,72 dd(6-13,1) 3,73 dd(5,9-13)
H-2'b 3,43 dd(6-13,1) 3,46 dd(5,9-13)
H-3'a 3,62 dd(3,8-13) 3,63 dd(3,9-13,2)
H-3'b 3,55 dd(5,8- 13) 3,51dd(5,3-13,2)
H-4' 3,67 m 369m
H-5'a 3,66 dd(3,8-12,8) 369m
H-5'b 3,51dd(5,5-12,8) 3,55 dd(3,4-12 4)
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Ce résultat est également confirmé par la spedpisade masse, le spectre de masse du

composé 23 présente le pic quasimoléculaire (MHHa m/z 311 ainsi que le pic
correspondant a (M+NF) a m/z 328, de méme pour le comp@kEqui présente le pic

quasimoléculaire (M+H a m /z 425 ainsi que le pic correspondant & (M#\NH m/z 442.

La déprotection du compo4é dans la solution méthanolique d’ammoniac conduit a

composé25 résultant de la débenzoylation de I'hydroxyle mmire et d’'une cyclisation

intramoleculaire (schéma 1V.13). La spectrométaarthsse présente deux pics a m/z = 261 et
m/z = 278 correspondant respectivement a“*Mi (MNH,)*. Ce résultat est également

confirmé par la RMN'H. La méme cyclisation est remarqué lors de la tigmcde

déprotection du composé 20 (schéma IV.14).

0]

3C NR'
|
BzO NJQO

NH3 / MeOH

Cl Cl

R'=H 19
R'= CH,CO,tBu 20

Schéma V.13 la cyclisation intramoléculaire.

HO
Oz NH5 / MeOH

o)
H3C\EKNR,
K
cl 5
By
o)

25

R'= CH,CO,tBu 26

IV.2.8. DEPROTECTION DE LA FONCTION ACIDE CARBOXYLIQUE

La fonction acide carboxylique a été déprotégéecade I'acide trifluoroacétique

(TFA) & température ambiantéschéma IV.14).

o)
H3C\EKNCHZCOZtBu
X Pl

OZN

Y VY
X =Y =OH 14
X=Y=Ns 18
X=Y=cl 22
X=OH, Y=Ns 24

<~

NCH,CO,H

27

28
29

30

Schéma 1V.14 Déprotection de la fonction acide carboxylique
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Le substrat de départ est mis en présence d’'ua Exges d'acide trifluoroacétique et
a température ambiante. La réaction est suiviecpar, une fois les produits de départ
disparus, la réaction est arrétée et le mélangpoé®aaprés ajout d’éther éthylique. Les
produits 27, 28, 29et 30 sont obtenus aprés purification par ccm prépastiavec des
rendements respectifs de 94%, 88%, 83% et 52%.

Caractérisation spectrale :

Les spectres IR de ces composés présentent la lcandspondant aux vibrations
C=0 de la fonction acide carboxylique vers1670cm

En RMN 'H, la disparition des protons du tertiobutyle comf la déprotection de la
fonction acide carboxylique. Les données RMN du@rales composéxr, 28, 2%t 30 sont
rassemblées dans le tableau IV.10.



Tableau IV.10: Données RMNH des composéz7, 28, 2%t30[5 ppm (J Hz)]

Attributions Composeé 27 (cD;0D) Composé 28 (CD;OD) Composé 29 (cD;0D) Composé 30 (cD;0D)

Base
CH; 1,93d(1,1) 197 s 1,95d(1,2) 1,97 sé

H (CH?) 4,62 d (16,9) 4,60 s (2H) 4,68 d(16,9) 3,38 s (2H)

H (CH>) 4,67 d (16,9) - 4,61d(16,9) -
H-6 7,65q (1,1) 734s 7,63 q(1,2) 7,56 sé

Ribosyle
H-1' 597t (54) 6,07 t(5,80) 6,14 dd(6-6,7) 6,07 1(4,2)
H-2'a 3,70 dd (5,4-11,9) 3,70 dd(5,8-13) 3,93 dd(6-11,9) 3,68 dd(4,2-12,5)
H-2'b 3,77 dd (5,4-11,9) 3,50 dd(5,8-13) 3,88 dd(6,7-11,9) 3,50 m
H-3'a 3,55 m 3,60 dd(4-13,1) 3,63 dd(6-12,1) 3,56 dd(3-13,5)
H-3'b 3,55 dd(4,6-11,4) 3,45 dd(5,5-13,1) 3,68 dd(4,4-12,1) 3,46 dd(4,8-13,5)
H-4' 3,64 m 3,80m 4,07 m 3,69m
H-5'a 3,68 m 3,38 m 3,83 dd(5,1-11,9) 3,70m
H-5'b 3,68 m 3,38 m 3,79 dd(4,9-11,9) 3,54 m
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CONCLUSION

Dans cette premiére partie, nous avons réalisé la synthése et évaluation
biologigue dacyclonucléosides préparés par modification de nucléosides.

Toutes les structures ont été construites a partir de la thymine. Des

composés trihydroxylés, trichlorés, di ou triazidés, ont été synthétisés. Dans
certains cas un groupement carboxyméthyle leur a été greffé au niveau de
I'azote en position 3 de la base.
En outre, au cours de cette étude, nous avons mis au point une nouvelle méthode
de déprotection sélective des hydroxyles secondaires de la partie glucidigue,
cette méthode a été utilisée dans un premier temps en série furanose et
généralisée en série pyranose. Elle peut éEtre aisément utilisée pour la
débenzoylation sélective dautres glucides. Tous les composés ont été
synthétisés avec des rendements acceptables et sont complétement
caractérisés par différentes méthodes physigues (IR, RMN, masse).

Les premiers essais dinhibition de virus sur le virus de limmunodéficience
humaine (HIV-1) ont €€ réalisés sur ces molécules (annexe I) a IInstitut de
Virologie de la Faculté de Médecine de I'Université Louis Pasteur de Strasbourg
(unité INSERM 74), sous la direction du docteur Anne-Marie Aubertin. Si les
premiers résultats se sont avérés décevants, nous espérons que ces composés

présenteront une activité plus significative sur 'herpés simplex.



CHAPITRE V
Partie expérimentale
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V. PARTIE EXPERIMENTALE

V.1. MESURES PHYSIQUES

Les températures de fusion Tf ont été déetermiagebanc de Kofler et ne sont pas
corrigées.

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés dans ume de 10 cm de longueur sur un
polarimétre digital JASCO (DIP-370) a 21°C.

Les spectres IR ont été enregistrés sur un appBezkin Elmer 1310 sur des
échantillons conditionnés en pastilles KBr. Les hoes d’ondes sont exprimés en'tm

Les spectres RMN du proton ont été enregistrésisappareil Brucker DPX avec une
frequence de 400,13 MHz au service commun de RMNutgversité de Limoges. Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm enamirde tétraméthylsilane comme
référence interne, les constantes de couplagesrssirées en Hz. Les abréviations retenues
sont s (singulet), d (doublet), dd (double-doubletftriplet), tt (triple-triplet), se (singulet
élargi), m (multiplet).

Les spectres de masse en ionisation chimique éneétisés sur un appareil R-10-10
Nermag au Laboratoire de Chimie Organique Strultude I'Université Pierre et Marie

Curie- Paris VI.

V.2. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE ANALYTIQUE

L’évolution des réactions ainsi que la pureté gesduits sont contrlées par ccm
(silice déposée sur plaque d’aluminium Alufoliee] ge silice 60 F-254 Merck de 0,2 mm
d’épaisseur). La révélation est assurée :

* soit par observation sous lampe UV a 254 nm ;
* soit par vaporisation d’'une solution 6 N d’aciddfumique suivie d’'un chauffage a
200°C pour les composés glycosylés ;
* soit en combinant ces deux techniques.
Les éluants utilisés sont :

Eluant A : CHCI,/EtOH; 97/3; VIV

Eluant B : CHCI,/EtOH; 99/1; VIV

Eluant C : CHCI,/EtOH; 99,5/0,5; VIV
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Eluant D : CHCI.,/EtOH; 50/50; VIV

Eluant E : CHCI,/EtOH; 90/10; VIV

Eluant F : CHCI,/EtOH; 95/5; VIV

Eluant G : CHCI,/EtOH; 80/20; VIV

Eluant H : butanol/eau/acide acétique ; 50/2525/{V
Eluant | : CHCI,/EtOH; 98/2; VIV

Eluant J : CCI/EtOH; 96/4; VIV

Eluant K : CHCl,/MeOH; 90/10; V/V

V.3. CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVES

V.3.1.CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE PREPARATIVE

Les chromatographies sur couche mince préparstiveeffectuées sur plaques
préparées au laboratoire a l'aide de 80 g de giaeselgel 60PF245, Merck) gélifiées par
addition de 210 ml d’eau déposée sur 6 plaquegrde (20x20), puis séchées a l'air libre
pendant 24 heures et activées a 110°C pendantr@sheu

V.3.2.CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE SILICE

Les différentes chromatographies ont été réaliages du gel de silice 60 (325 mesh,

20-45 microns, chromagel Merck).

V.4. REACTIFS ET SOLVANTS

L’origine des réactifs et solvants utilisés spégiément au cours de cette partie est
présentée dans le tableallV

Tableau V.1: Réactifs et solvants utilisés

Réactifs et solvants Origine
Acétone Prolabo
1-O-acétyl-2,3,5-triO-benzoyl$-D-ribofuranose Acros
Acétonitrile Acros
Acide chlorhydrique Prolabo
Acide sulfurique concentré Prolabo
Acide acétique SDS

Acide trifluoroacétique Aldrich



Azidure de sodium

Carbonate de potassium

Chloroforme

Chlorure de mésyle

Chlorure de thionyle

Chlorure de triméthylsilane
Dichlorométhane

Diméthylformamide

Ethanol

Ethanol absolu

Ether de pétrole
1,1,1,3,3,3-Hexaméthyldisilazane
Méthanol

Méthanolate de sodium dans le méthanol (0,5 M)
Periodate de sodium

Pyridine anhydre

Résine échangeuse d'ion$ Amberlyst IRN 77
Résine échangeuse d’'ions Amberlyst A27
Solution méthanolique d’ammoniac (7N)
Tétrachlorure d’étain

Tétrahydruroborate de sodium

Thymine

Toluéene

Aldrich
Acros
SDS
Acros
dAth
Aldrich
SDS
SDS
SDS
Prolabo
SDS
Aldrich
Fisher
Cros
Acros
Aldrich
Prolabo
Aldrich
Acros
Aldrich
Prolabo
Aldrich
SDS

57
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V.5. SYNTHESES

V.5.1.DEPROTECTION SELECTIVE DES HYDROXYLES SECONDAIRES

V.5.1.1. déprotection sélective en série furanose

(@)
O
BzO o i)
HO OH

1-(5-0-benzoyl3-D-ribofuranosyl)thymine

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 499 mg (0,8M50ol) de compos#, avec 6,25
ml de solution de NEldans le méthanol (7 M, 50 éq.) et 10 ml de méthaDal place le
ballon a —15°C. On suit I'évolution de la réactmar chromatographie sur couche mince dans
I'éluant A. Aprés 6 heures de réaction, le mélaagfeévaporé a sec et le brut réactionnel est
purifié par chromatographie sur plaque en utilidahiant A, on isole 210 mg de composé
sous forme de sirop (66%).
Rt = 0.21 (éluant A)
RMN *H (CDCL): voir tableau I11.2.
IR : 3360 cnt (O-H), 2953 crit (C-H), 1710 crit (C=0 benzoyle), 1670 cm(C=0 thym),
1265 cnt* (C-O-C).
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@

H3C\f‘\NCHZC02tBu
BzO /KO

o N

HO OH
1-(5-0-benzoyl-D-ribofuranosyl)-3-(ter-butoxycarbonylméthyl)thymine

Le composé est obtenu selon le méme mode opératoire quenipa@se4, a partir de
200 mg (0,378 mmol) du proditt On obtient le composé désiré sous forme de sivep un
rendement de 68% (109 mg), apres purification par préparatives.
Rf = 0,5 (éluant A).
RMN *H (CDCL): voir tableau I1.2.
IR (KBr): 3365 cm (OH), 2947 crit (C-H), 1711 crit (C=0O benzoyle), 1665 cm(C=0
thym), 1660 crit (C=0 CQtBu), 1271 crit (C-O-C).

o)
(U\NH

HO

1-(5'-O-benzoylB-D-érythropentofuranosyl)Uracile @

Le compos&® est obtenu selon le méme mode opératoire quenpasé4, a partir
de 876 mg ( 2 mmol) du prodidt. On obtient le composé désiré avec un rendenebdo,
apres purification par ccm préparatives.

Rf = 0,4 (éluant A).

RMN *H (CDCL): voir tableau I11.2.

IR (KBr): 3360 cm* (OH), 3010 crit (C-H), 1720 crit (C=0O benzoyle), 1680 cm(C=0
thym), 1260 crit (C-O-C).
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V.5.1.2. déprotection sélective en série pyranose

H OBz
HO Q
HO
OH
OMe

1-O-methyl-3,4,6-tetraO-benzoyl-a-D-glucopyranoside

Le composé& est obtenu selon le méme mode opératoire quenpasé4, a partir
de 1,22 g (2 mmol) de 1-methyl-2,3,4,6-te@denzoyla-D-glucopyranoside. Dans ce cas
la réaction dure 5 heures a température ambiameolflient le composé désiré avec un
rendement de 65 %, aprés purification par ccm padpas.

Rf = 0,40 (éluant K).
RMN *H (CDCL): voir tableau I11.3.
IR (KBr): 3377 cm* (OH), 2937 crit (C-H), 1728 crit (C=0 benzoyle), 1275 c¢Mm(C-O-C).

OH OBz
H @)
HO
OH
OMe

1-O-methyl-3,4,6-tetraO-benzoyla-D-galactopyranoside

Le composé est obtenu selon le méme mode opératoire quengpases, a partir
de 1,22 g ( 2 mmol) de 1-methyl-2,3,4,6-teDdenzoyla-D galactopyranoside. On obtient
le composé désiré avec un rendement de 65 %, ppriésation par ccm préparatives.

Rf = 0,43 (éluant K).
RMN *H (CDCL): voir tableau I11.3.
IR (KBr): 3379 cmt* (OH), 2940 crit (C-H), 1721 crit (C=0 benzoyle), 1271 c¢Mm(C-O-C).
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V.5.2.GLYCOSYLATION

O
H.C
3 \f‘\NH
BzO /go
o N
BzO OBz

1-(2,3,5-tri-O-benzoyl{f-D-ribofuranosyl)thymine

Dans un bicol de 100 ml surmonté d'un réfrigérams atmosphére d’'argon, on
introduit 504 mg (4 mmol) de Thymine et 20 ml d2-dichloroéthane. On ajoute 0,676 ml du
1,1,1,3,3,3-hexaméthyldisilazane (HMDS, 3,2 mmqB @q.) et 0,3 ml de chlorure de
triméthylsilane (TMSCI, 3,2 mmol, 0,8 éqg.) et onaaffe (80°C) ce mélange jusqua
obtention d’'une solution limpide (environ 3 h). @msse refroidir, et d’autre part on dissout
2,016 g de 13-acetyl-2,3,5-tri©O-benzoylf-D-ribofuranose (4 mmol, 1 €qg.) dans 20 ml de
1,2-dichloroéthane que I'on additionne au mélaggetionnel, puis on ajoute a l'aide d’'une
seringue 932ul de tétrachlorure d’étain (2 €qg.). On suit I'évada de la réaction par
chromatographie sur couche mince dans I'éluant A.

La réaction est arrétée aprés 2 h, le brut réautioast placé dans une ampoule a
décanter avec 30 ml d’'une solution basique satleédaHCQ et 60 ml de chloroforme, on
récupére la phase organique et on extrait la phageuse 2 fois avec 30 ml de chloroforme.
Les trois phases organiques sont rassembléeséetslavec 20 ml d’eau et, apres séchage sur
MgSQ;, filtration, puis évaporation du solvant, le pradest purifié par chromatographie sur
colonne de silice en utilisant I'éluant B. On is@l®7g de composk sous forme de cristaux
(91%).

Tf = 92-94°C.

Rf = 0,53 (éluant A)

[a]p? = -21°(c=1, CHG))

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.1.

IR (KBr): 3186 cnt (N-H), 3065 crit (C-H), 1724 crit (C=0O des benzoyle), 1694 ¢m
(C=0 thym), 1603 ci (C=C), 1266 cnt (C-O-C).
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V.5.3.ALKYLATION DE LA THYMINE EN POSITION 3

o)
HsC
3 \f‘\NCHZCOOtBu
BzO /go
o N
BzO OBz

1-(2,3,5-tri-O-benzoylf3-D-ribofuranosyl)-3-ter-butoxycarbonylméthyl-thymine

Dans un bicol de 50 ml, on introduit 300 mg (0,56@h) du produitl, auquel on
ajoute 10 ml de DMF et 725 mg de carbonate de piotas(K.CO; 10 €qg., 5,26 mmol). Le
bicol est placée sous atmosphere d’argon et amitatiagnétique, puis on ajoute a l'aide
d’'une seringue 155 du 2-bromoéthanoate de tertiobutyle (2 éq.).09,mmol), On suit
I'évolution de la réaction par chromatographie souche mince en utilisant I'éluant A. La
réaction est arrétée apres 2 heures, le produitdstufiltré, et le carbonate de potassium est
rincé avec du dichlorométhane, aprés évaporatiopucifie par chromatographie sur plaques
de silice en utilisant I'éluant C. On récupere 8353 de compos2 sous forme de sirop (98%).
Rf = 0,56 (éluant A)

[a]p?% = -64°(c= 0,91, CHG)

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.2

IR (KBr): 2973 cnt* (C-H), 1728 crit (C=0 benzoyle), 1694 c¢i(C=0 thym), 1667 cih
(C=0 CQtBu), 1599 crit (C=C), 1266 crit (C-O-C).
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V.5.4.DEPROTECTION TOTALES DES HYDROXYLES

1.Déprotection par transestérification dans le nagtbl en présence de méthanolate de

sodium :
O
H-C
3 \f‘\NH
o) N
HO OH

1-(B-D-ribofuranosyl)thymine EI

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 500 mg (On@&ol) du composé puis 19 ml
ml (50 éq.) d’'une solution de méthanolate de sodilams le méthanol (0,5 M), et on place
'ensemble sous agitation magnétique. On suit léwan de la réaction par chromatographie
sur couche mince dans l'éluant E. La réaction esdtee apres 1,5 h, on neutralise le
méthanolate de sodium avec de la résine acides #ifiration et évaporation le produit brut
est purifié sur plagues de silice en utilisantuait D. On isole 223 mg (98%) de compBsé
Rf = 0,54 (éluant E).
[a]p?? = -13°(c= 0.43, CHDH).
RMN *H (CD;OD): voir tableau 1V.3.
IR (KBr): 3365 cmt (OH), 2933 crit (C-H), 1694 crt (C=0O thym), 1650
cm* (C=C).
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2. Déprotection dans le méthanol en présence d’amano

0O
H.C
3 NCH,CO,tBu
| 2 2
o N
HO OH

3-ter-butoxycarbonylméthyl-1-(B-D-ribofuranosyl)thymine

Dans un ballon de 50 ml on introduit 109 mg (0,1&0f) du compose, et 1 ml
d’'une solution 7 M d’ammoniac dans le méthanol. it I'évolution de la réaction par
chromatographie sur couche mince dans I'éluant E.

La réaction est arrétée aprés 21 h, le produit éstipurifié par chromatographie sur plaques
de silice dans I'éluant E, on récupére 52 mg depas@l0 (92%).

Rf = 0,54 (éluant E)

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.3.

IR (KBr): 3379 cnm* (OH), 2936 crit (C-H), 1703 crit (C=0 de la thym), 1661 cm(C=0
CO,tBu), 1636 (C=C), 1240 cn(C-O-C).
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V.5.5.CoUPURE OXYDANTE ET REDUCTION

V.5.5.1. Préparation des réactifs

V.5.5.1.1. Résing@erliodate

Dans un becher de 600 ml on introduit 8,6 g denegéichangeuse d’ions Amberlyst
A27, a laquelle on ajoute 10 g deriodate de sodium, puis 150 ml d’eau. L’ensemblarast
sous agitation mécanique pendant 4,5 h, apreatidtr sous vide, lavage a I'eau puis au

méthanol la résine est séchée dans un dessiceab®ic.

V.5.5.1.2. Résine borohydrure
Dans 256 ml d’eau, on introduit 5 g de tétrahydoorate de sodium, qu’on laisse
sous agitation mécanique pendant quelques minuisop ajoute 15,2 g de résine Amberlyst

A27. On suit les mémes étapes que pour la rémnedate.
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V.5.5.2. Oxydation-réduction

(@)
HscfkiH
BzO o N 0
HO OH

1-[1-(1-O-benzoylmethyl-2-hydroxyethoxy)-2-hydroxyéthyl] thymine

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 239 mg ( On@®ol) du produit et 15 ml de

méthanol, on ajoute 752 mg (10 éq.) de NasOr résine et 752 mg (6 é€q.) de NaBidr
résine, et on place le ballon sous agitation maguetente.
On suit I'évolution de la réaction par chromatodyiapsur couche mince en utilisant I'éluant
E. La réaction est arrétée apres 5 jours, le ptdulut est filtré, et la résine est rincée avec du
méthanol, aprés évaporation, on purifie le bruttiéanel par chromatographie sur plaques
(éluant E). On récupere 200 mg de comds€82%).

Rt = 0.50 (éluant E).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.5.

IR(KBr): 3397 cm* (O-H), 2935 (C-H), 1720 cth(C=0 benzoyle), 1698 c¢in(C=0 thym),
1270 cni (C-O-C).
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o)
HsC
3 NCH,CO,tBu
P
BzO o)
o N
HO OH

1-[(1-O-benzoyl-2-hydroxy éthoxy)-2-hydroxyethyl]-3ter-butoxycarbonylméthylthymine

Le composd 2 est obtenu selon le méme mode opératoire quan@asell. A partir
de 169 mg (0,35 mmol) du compdséApres purification par chromatographie sur plagee
utilisant I'éluant F, on obtient le compos2 avec un rendement de 97,6%.

Rf = 0,63 (éluant F).

RMN *H (CD;OD): voir tableau IV.5.

IR (KBr): 3399 cni* (OH), 2930 crit (C-H), 1699 crt (C=O thym), 1641 cfh (C=0
CO,tBu), 1271 crit (C-O-C).

HO OH

1-[1-(1,3-dihydroxy isopropoxy)-2-hydroxyethyl] thymine

Le composd 3 est obtenu selon le méme mode opératoire quan@asell. A partir
de 43 mg (0,16 mmol) du compadéApreés purification par chromatographie sur plagee
utilisant I'éluant G, on obtient le compos&avec un rendement de 66,5%.

Rf = 0,58 (éluant E)
RMN *H (CDsOD): voir tableau IV.5.
IR (KBr): 3395 cmt* (OH), 2955 crit (C-H), 1673 crit (C=0 thym), 1269 ch (C-O-C).
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o)
HsC
3 NCH,CO,tBu
gt
HO 0O
o N
HO OH

1-[1-(1,3-dihydroxy isopropoxy)-2-hydroxyethyl]-3ter-butoxycarbonylméthylthymine

Le composéd4 est obtenu selon le méme mode opératoire quenipa@séll. A partir
de 102 mg (0,275 mmol) du compdk@ Apres purification par chromatographie sur plague
en utilisant I'éluant E, on obtient le compdskavec un rendement de 91,5%.

Rf = 0,46 (éluant E).

RMN *H (CD;OD): voir tableau IV.5.

IR (KBr): 3420 cnt (OH), 2927 crit (C-H), 1700 crit (C=0O thym), 1636 cfh (C=0
CO,tBu), 1251 crit (C-O-C).
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V.5.6.AZIDATION

1-[1-(1-O-benzoylmethyl-2-azidoéthoxy)-2-azidoethyl] thymine|15]

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 110 mg dunposéll (0,304 mmol) et 3,5ml
de pyridine. Ce milieu réactionnel est placé a 88Gs atmosphére d’argon et 8 éq. ( 0,248ml)
de chlorure de mésyle lui sont ajoutés a l'aidend’seringue. La réaction est arrétée apres 2
heures, le brut réactionnel est placé dans une @mpodécanter, avec 20 ml d’'une solution
saturée de NaHC O nécessaire pour atteindre un pH égale a 7. 3@rdhibroforme sont
ensuite introduits, la phase organique est récepéréa phase aqueuse est extraite 3 fois avec
15ml de chloroforme. Les 4 phases organiques s@semblées et lavées avec 10ml d’eau.
La phase organique est récupérée, séchée sur M{jlf€e puis évaporeée a sec.

Le composé mésylé obtenu 144 mg (0,276 mmol) issbds dans 7 ml de DMF, le
ballon est placé dans un bain d’huile & 100°Cpas sagitation magnétique, 269 mg (15 €q.)
d’aziture de sodium lui sont additionnés. On laissagir pendant deux heure, ensuite le brut
réactionnel est extrait 3 fois au chloroforme (20). Les 3 phases organiques sont
rassemblées et lavées avec 15 ml d'eau et, ap@smge sur MgS filtration, puis
évaporation du solvant, le produit est purifié paAromatographie sur plaques de silice en
utilisant I'éluant I, on obtient le compo4é sous la forme d’'une huile avec un rendement de
48% (60 mg).

Rf = 0.70 (éluant ).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.6.

IR(KBr): 2940 cm® (C-H), 2108 crit (Ns), 1725 cnt (C=0 benzoyle), 1705 cm(C=0
thym), 1650 crit (C=C), 1268 cnit (C-O-C);
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Hsc\kaCHZCOZtBu
BzO /EO

1-[1-(1-O-benzoylmethyl-2-azidoéthoxy)-2-azidoethyl]-3ert-butoxycarbonylmethyl thymine

Le composél6 est obtenu selon la méme mode opératoire quenpasels. A
partir de 119 mg (0.249 mmol) du compds® Aprés purification par chromatographie sur
couche mince en utilisant I'éluant |, on obtientclemposé6 avec un rendement de 62%
(81mg).

Rt = 0.50 (éluant I).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.6.

IR(KBr) : 2925 cm (C-H), 2107 crit (N3), 1728 cni (C=O benzoyl), 1708 cth(C=0
thym), 1670 crit (C=0O CQtBu), 1651 crit (C=C), 1271 crit (C-O-C) .

O
chkaH
PN
N
N3 N3

1-[1-(1,3-Azido isopropoxy) 2-Azidoethyl] tThymine

Le composél7 est obtenu selon la méme mode opératoire quengpasels. A
partir de 329 mg (1 mmol) du compo&8. Apres purification par chromatographie sur
plaques de silice en utilisant I'éluant I, on obtiée composéd7 avec un rendement de 50%
(167mg).

Ri= 0.56 (éluant I)
RMN *H (CDCL): voir tableau IV.6.
IR(KBr) : 2103 cm* (N3), 1693 crit (C=0 thym), 1651 cf (C=C), 1265 crit (C-O-C).
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O

HC
3 NCH,CO,tBu
N | /L
3
07'\' ©

N3 N3

1-[1-(1,3-azidoisopropoxy)-2-azidoethyl]-3ert-butoxycarbonylmethyl thymine

Le composél8 est obtenu selon la méme mode opératoire quenpasels. A
partir de 635 mg (1,69 mmol) du compdsge Le composé8 est récupéré sous forme d’huile
avec un rendement de 48% (364 mg).

Rf = 0.74 (éluant ).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.6.

IR(KBr) : 2979 cmt (C-H), 2104 crt (Ns), 1707 crit (C=O thym), 1666 cm (C=0
CO,tBu), 1651 crit (C=C), 1258 crit (C-O-C).
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V.5.7.CHLORATION

@)

1

Cl ClI

1-[1-(1-O-benzoylmethyl-2-chloroéthoxy)-2-chloroethyl] thymne

Dans un ballon de 25 ml, on introduit 206 mg (0,5@%0l) du composé1 avec 3 mi
de pyridine. Le ballon est placé sous atmosphemdh et agitation magnétique a 0°C, puis
on ajoute a l'aide d’'une seringue 0,329 ml de S@OGutte a goutte (4 ég. par OH), apres 10
minutes on met le ballon a température ambianteswt I'évolution de la réaction par
chromatographie sur couche mince en utilisant&étu.
La réaction est arrétée apres 3 jours, on rajoutbrat réactionnel 10 ml de toluéne, aprés
évaporation du solvant, le produit est purifié paAromatographie sur plaques de silice en
utilisant I'éluant 1. On récupéere 136 mg (60%) denposél9 sous la forme d’une huile
jaune.
Rf = 0.60 (éluant ).
RMN *H (CDCL): voir tableau 1V.8.
IR(KBr) : 2950 cnit (C-H), 1730 crit (C=0 benzoyle), 1699 c¢m(C=0 thym), 1650 cih
(C=C), 1275 cnt (C-O-C).
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o)
HsC
3 \f‘\NCHZCOZtBu
BzO /go
o N

Cl Cl

1-[1-(1-O-benzoylmethyl-2-chloroéthoxy)-2-chloroethyl]-3tert-butoxycarbonylmethyl thymine

Le compos&0 est obtenu selon le méme mode opératoire quan@asel9. A partir
de 90 mg (0.188 mmobte composd2. Apres purification ('éluant I), on obtient le mposé
20 avec un rendement de 45% (44 mg).

R = 0.52 (éluant ).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.8.

IR(KBr): 2955 cm' (C-H), 1725 crit (C=0 benzoyl), 1699 cth(C=0 thym), 1666 cih
(C=0 CQtBu), 1651 crit (C=C), 1270 crit (C-O-C).

Cl CI

1-[1-(1,3-chloroisopropoxy)-2-chloroethyl] thymine

Le compos@1 est obtenu selon le méme mode opératoire que lpaséh9. A partir
de 103 mg (0.57 mmol) de compdk® Apres purification par chromatographie sur plaque
en utilisant I'éluant |, on obtient le compdaEavec un rendement de 60% (87 mg).

Ri= 0.5 (éluant ).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.8.

IR(KBr) : 3185 cnit (N-H), 3043 crit (C-H), 1688 crit (C=0 thym), 1650 cih (C=C), 1260
cm* (C-O-C);
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o)
HC
8 \f‘\NCHzcoztBu
Cl N/go
o)
Cl Cl

1-[1-(1,3-chloroisopropoxy)-2-chloroethyl]-3tert-butoxycarbonylmethyl thymine

Le compos&?2 est obtenu selon le méme mode opératoire que lpaséh9. A partir
de 103 mg (0.275 mmol) de compdsg Apres purification par chromatographie sur couche
mince en utilisant I'éluant E, on obtient le com@a8 avec un rendement de 66% (78 mg).
Ri= 0.68 (éluant I)
RMN *H (CDCL): voir tableau IV.8.
IR(KBr) : 2930 cni* (C-H), 1708 crit (C=0 thym), 1670 cih (C=O CQtBu), 1650 crit
(C=C), 1255 cnt (C-O-C).
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V/.5.8.DEPROTECTION DU GROUPEMENT BENZOYLE EN POSITION 5’

1-[1-(1-hydroxymethyl-2-azidoéthoxy)-2-azidoethyllymine

Dans un ballon de 25 ml on introduit 60 mg (0,14%at) du composé5, 3 ml de
méthanol et 100 éqg. (2ml) d’'une solution 7M d’amimcrdans le méthanol . L'évolution de
la réaction est suivie par chromatographie sur lveunince dans I'éluant F. La réaction est
arrétée apres 1 semaine, le mélange est évap@é et $e brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur plaques de silice en utili$@hiant E. on récupére 31 mg (70%) du
cCompos&3.

Rs= 0.40 (éluant F).

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.9.

IR(KBr) : 3300 cmt* (O-H), 2923 crit (C-H), 2105 crit (N3), 1690 cnt (C=0 thym), 1650
cm* (C=C), 1263 cnf (C-O-C).

O

HsC

3 \f‘\NCHZCOZtBu
HO /go
\KOY/N

N3 N3

1-[1-(1-hydroxymethyl-2-azidoéthoxy)-2-azidoethylB-tert-butoxycarbonylmethyl thymine

Le compos&4 est obtenu selon le méme mode opératoire quan@ase23. A partir
de 116 mg (0.22 mmolje composd6. Apres purification par chromatographie sur plaque
de silice en utilisant I'éluant I, on obtient lencposé24 avec un rendement de 80% (74 mg).
Rf = 0.61 (éluant I)

RMN *H (CDCL): voir tableau IV.9.
IR(KBr) : 3300 cmt* (O-H), 2923 crit (C-H), 2105 crit (N3), 1690 cnt (C=0 thym), 1666
cm* (C=0 CQtBu), 1650 crit (C=C), 1255 cnt (C-O-C).
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V.5.9.DEPROTECTION DE LA FONCTION ACIDE CARBOXYLIQUE

o)
HsC
3 \kaCHZCOOH
o N
HO OH

1-[1-(1,3-dihydroxy isopropoxy)-2-hydroxyethyl]-3¢{carboxyméthyl)thymine

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 31 mg (0,08\at) de composd4 et 1 ml
d’acide trifluoroacétique (TFA), on place I'ensemldous agitation magnétique. On suit
I'évolution de la réaction par chromatographie saiche mince en utilisant I'éluant E.

La réaction est arrétée aprés 1 heure et 15 minaj@®s évaporation le brut
réactionnel est purifié par ccm en utilisant I'éltidd. On récupére 25 mg de comp@&e
(94%).

Rf = 0,25 (éluant E)

RMN *H (CD;OD): voir tableau 1V.10.

IR (KBr): 3384 cnm* (OH), 2935 crit (C-H), 1696 crit (C=0 thym), 1698 ci (C=0 CQH),
1635 (C=C), 1255 cth(C-O-C).
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0
chfk/NLCHZCOZH
N
3 o N (@)

N3 N3

1-[1-(1,3-azido isopropoxy)-2-azidoethyl]-3-(carboxmethyl) thymine

Le compos@8 est obtenu selon le méme mode opératoire quenipa@se27. A partir
de 68 mg (0.151 mmol) de compdk® Apres purification par chromatographie sur plaque
de silice en utilisant I'éluant J, on obtient lemqmosé28 avec un rendement de 88% (52mg).
Ri=0.18 (éluant I).

RMN *H (CD;OD): voir tableau 1V.10.
IR(KBr) : 3300 cmt* (O-H), 2930 crit (C-H), 2104 crit (N3), 1702 cnt (C=0 thym), 1667
cm* (C=0 CQH), 1644 cnit (C=C), 1288 cnit (C-O-C).

O

HBC\KKNCHZCOZH
S s
\%07

Cl Cl

1-[1-(1,3-chloroisopropoxy)-2-chloroethyl]-3-carboymethyl thymine

Le compos&9 est obtenu selon le méme mode opératoire quan@ase27. A partir
de 25 mg (0.058 mmol) de compd&® Apres purification par chromatographie sur plaque
en utilisant I'éluant |, on obtient le compd2@avec un rendement de 83% (18 mg).

Rf=0.25 (éluant I).

RMN *H (CD;OD): voir tableau 1V.10.

IR(KBr) : 3310 cm (O-H), 2927 crit (C-H), 1704 crit (C=0O thym), 1667 cih (C=0
CO,H), 1649 cnit (C=C), 1255 cnt (C-O-C).
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@)

H3Cj|\/i|\iCHzcozH

N3 N3

1-[1-(1-hydroxymethyl-2-azidoéthoxy)-2-azidoethyl]3-carboxymethyl thymine
Le compos&0 est obtenu selon le méme mode opératoire quentpase27. A partir

de 40 mg (0.094 mmol) de compds#). Aprés purification par ccm en utilisant I'éludnbn
obtient le compos26 avec un rendement de 52 % (18 mg).
Ri= 0.40 (éluant I).
RMN *H (CD;0OD): voir tableau 1V.10
IR(KBr) : 3250 cm' (O-H), 2923 crit (C-H), 2105 crit (N3), 1703 cmt (C=0 thym), 1670
cm* (C=0 CQH), 1650 cnt (C=C), 1265 cnt (C-O-C).
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MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE

l. INTRODUCTION

Le Cancer, par l'importance du nombre de personnes qu'ilimttteconstitue un
probleme majeur de santé publique. Il est 'une plesniéres causes de mortalité dans les
pays développés. Suivant le type et les degrésolliton du cancer, les traitements
anticancéreux incluent, la chirurgie, lirradiati@t la chimiothérapie. Cette derniere garde
une place de choix car elle a pour objectif deuiétries cellules cancéreuses et d'éviter les
rechutes locales et métastases.

Les traitements par chimiothérapie consistentectey, le plus souvent par voie intra-
veineuse, des agents anticancéreux. Ceux-ci tesntdllules cancéreuses en agissant sur
'ADN, sur 'ARN ou sur les protéines des cellulgsur bloquer certaines étapes de la
division cellulaire.

Dans ce chapitre, nous nous proposons de présestaifférents agents anticancéreux
disponibles aujourd’hui. Nous nous intéresseronglde prés aux agents alkylants et, plus
précisément a I'acide 4-[4-bis(2-chloroethyl)amihépyl]butyrique appelé couramment le
Chlorambucil (CLB).

I.1. QU'EST CE QUE LE CANCER

Le cancer correspond a la multiplication anarclida certaines cellules normales de
'organisme, qui échappent aux mécanismes normaudiftérenciation et de régulation de
leur multiplication. En outre, ces cellules sonpalales d’envahir le tissu normal avoisinant,
en le détruisant, puis de migrer a distance paundo des métastases.

Chaque type de cancer a probablement des factaglendhant, de promotion et de
progression différents. Cependant, on peut déarreschéma général de I'histoire naturelle

d’un cancer :

{Initiation| [Promotion| [Progression|

Chimie

R ;@——@»@—»@

Virus

Lésion du Activation des oncogénes
DNA Inactivation des suppresseurs

Schéma I.1 Schéma général des premiéres étapes de la satiogr
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On peut distinguer schématiquement, trois étate(sa I.1):

. L’initiation correspond a une lésion rapide et irréversibleAd@N apres exposition a
un carcinogene (physique, chimique, viral, etc.).

. La promotion correspond a une exposition prolongée, répétéeoatince, a une
substance qui entretient et stabilise la |ésicmnéii

. La progression correspond a l'acquisition des propriétés de plidation non
contrblée, I'acquisition de l'indépendance, la pate la différenciation, I'invasion locale et
métastatique.

[.2. LA CHIMIOTHERAPIE ET LES AGENTS ANTICANCEREUX

Rappelons que lehimiothérapiefait appel a des substances chimiques qui emp&chen
les cellules tumorales de se diviser. Il n'existes gle classification consensuelle pour ces
substances anticancéreuses car elles ont plusimodes d'action. Cependant ces

médicaments peuvent étre classés en trois catégorie

[.2.1.LES ANTIMETABOLITES

Les antimétabolites sont des composés qui seitudrgtau métabolite naturel du fait
de leur analogie structurale. lls inhibent la sgsth des acides nucléiques, premiere étape
nécessaire a toute multiplication cellulaire.

Parmi ces composés, nous pouvons citer les antigenide I'acide folique
(méthotrexate) et les analogues des nucléosidagetmt(le 5-FU, la cytarabine et la

cladribine) (schéma 1.2)

NH> NH,

2
F
NH SN N X
X C e,
HO HO k HO P
o N © o N © o N NJ\CI
HQ
OH OH OH
5-FU Cytarabine Cladribine
HN_ _N_ N
WL A8 oo
OH (CH,),CO,H

Méthotrexate

Schéma 1.2: exemples d’antimétabolites
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[.2.2.LES AGENTS AGISSANT SUR LES FONCTIONS CELLULAIRES

Les agents agissant sur les fonctions cellulaiozd des composés qui bloquent la
division cellulaire au moment ou les cellules compent a se diviser, et ont pour cible la
tubuline. Cette protéine se polymérise en fibrebulmires microscopiques appelés
microtubules. Ces derniers sont les principaux titoiéits du fuseau mitotique, qui contribue
a la séparation des chromosomes, lors de la m(ithse leur nom dagentsantimiotiques.

Les agents antimiotiques peuvent étre classés wn adégories : les agents inhibant
la polymérisation de la tubuline en microtubuleslchicine et vinblastine) et les agents

stabilisant les microtubules (paclitaxel et docétptschéma 1.3).

MeO
O. NHCOMe
MeO
o ()
o

OMe
Colchicine
RiHN o
o

H Ow
OH

Paclitaxel R = CgH5CO R = COCH3

Docétaxel R = (CH3)30CO Ro=H

Schéma 1.3: les agents antimiotiques

[.2.3.LES AGENTS AGISSANT PRINCIPALEMENT AU NIVEAU DE L 'ADN

Les agents agissant principalement au niveauAd2N’ peuvent étre classés selon leur
mode d'action, en alkylants, intercalants, inhibiedes topoisomérases | et scindants. lls

agissent sur la duplication ou la transcriptiod ABN ou encore cassent celui-ci (scindants).

.2.3.1. les inhibiteurs de la topoisomérase | et

Les topoisomérases | et Il sont des enzymes indssiides pour la réplication de

'ADN. La topoisomérase | permet le clivage d’'unnbd’ADN au niveau de la liaison

% Kirkiachiarian, SGuide de la Chimie Thérapeutigquellipse : Paris, 519-550 (1996).
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phosphodiester, puis assure sa religation. L'itiobi de cette enzyme empéche la
reconstitution du brin d’ADN apres clivage. La caup ainsi maintenue de '’ADN interrompt
le cycle de la division cellulaire et conduit a mart. Un exemple de ces inhibiteurs est
lirinocétan (schéma 1.4).

Ces produits sont relativement nouveaux, assezjuesi et leur place réelle dans la

panoplie thérapeutique n’est pas encore parfaitedéfmie.

Irinocétan

Schéma |.4: exemple d'imibiteur de la topoisomérase |.

1.2.3.2. les agents intercalants

Ce sont des produits polycycliques plans, qui iehibla réplication de I'ADN en
s'intercalent entre deux paires de bases de lalelbwdice d’ADN: ils provoquent ainsi des
modifications de structure inhibant la transcriptiet la réplication de I'ADN. Il existe deux
types d’agents intercalants ; les composés trigyek comme I'amsacrine et les composés

tétracycliques comme les antracyclines (schéma 1.5)

|\/|eoj©/NHsoch3
HN
N/

Amsacrine Antracycline: structure générale

Schéma |.5: exemple d’agents intercalants.

1.2.3.3. les agents alkylants

On appelle alcoylant ou alkylant un composé capdbigroduire une ou plusieurs
chaines alkyles dans une molécule. Ce sont ledasudes les mieux connues et les plus

anciennement utilisées. Capables de se fixer a a@mbreux substrats nucléophiles,
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(groupements phosphates, hydroxyles, carboxylesnemn sulfures, etc...), ils possedent
habituellement deux fonctions alkylantes (ils stiafonctionnels”). Ces deux groupements
réactifs se fixent sur 'ADN et forment des pontdracaténaires entre deux guanines
adjacentes sur le méme brin d’ADN. Ces ponts pdusessi étre intercaténaires, entre deux
guanines situées presque face a face sur deux tppasés de I'’ADN, bloquant ainsi la
réplication de I'ADN.

Les agents alkylants provoquent aussi des casslaes la chaine d'ADN et des
pontages ADN-protéines. Les agents alkylants les ptilisés sont les dérivés de la moutarde

a l'azote, les nitroso-urées et les sels de platine

1.2.3.3.1. les nitroso-urées

Composés alkylants bifonctionnels, les nitroso-siig® caractérisent par une réactivité
chimique trés importante, entrainant en milieu agueeutre une décomposition rapide en un
groupe chloroéthyle a fonction alkylante et un ysowte, agissant par carbamoylation des
protéines. On distingue trois familles de nitrogasr : les chloroéthyl-nitrosourées, les
nitrosourées ayant un radical glucidique et leosadurées vectorisées, comme la fotémustine.

Parmi les chloroéthylnitroso-urées, les plus @#és sont la carmustine et la fotémustine.

CiHso CHa 9 N0 N=0
CZHSO%FCHfNHfoNfCHZCHZCI CICHZ—CHZ—Nf‘C‘:fNHfCHZ*CHZCI
O o}
Fotémustine Carmustine

Schéma .6 exemple de nitroso-urées.

1.2.3.3.2. les sels de platine

Le cisplatinium ou cisplatine, utilisable uniquerngrar voie veineuse, est l'agent
majeur de la chimiothérapie des tumeurs solides Une action homologue a celle des
moutardes azotées, en induisant des liaisons emtiertracaténaires dans I'ADN et des ponts

ADN-protéines. Il posséde également une actiomgatente et inhibe la réparation de I'ADN.

HN—Cl
Pt
HaN—Cl

Cisplatine

Schéma |.7: exemple de sels de platine.
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[.3. GENERALITES SUR LES DERIVEES DE LA MOUTARDE A L'AZOTE

Le premier agent anticancéreux a été deécouveriderdellement, du fait des
propriétés leucopéniantes d'un gaz de combat atengoutarde (schéma 1.8) échappé d'un

navire américain en 1942, lors du bombardementade B

Cl

SQ/ Ypérite

Cl

Schéma |.8: le gaz a moutarde ou Ypérite.

L’Ypérite est d’une part, trop toxique par ses pijgs vésicantes et, d’autre part, trés
peu soluble dans I'eau. On a alors essayé d’ameéliarmolécule en remplacant le soufre par

de l'azote méthylé « la chlorméthine »(schéma 1.9).

Cl

P

HsC—N Moutarde a l'azote (Chlormeéthine)
Cl

Schéma 1.9: la chlorméthine.

Ce produit constitue le représentant de base fderldle des agents alkylants.

[.3.1. MECANISME D ’ACTION DANS L 'ORGANISME

Le produit est stable a pH acide, mais si ce dematigmente, le substrat apparait dans
'organisme sous sa forme basique neutre. Soue éatine, le produit subit une réaction

d’élimination spontanée (le doublet de I'azote agat sur le carbone électrophile avec départ

du chlore).
eCl
H3C—NU/ HsC—%& , ICI
\_\CI \_\C|

On a donc une substitution nucléophile intramdiioel qui aboutit & un composé

cyclisé cationique. Cette structure est appeléglé@tib-immonium. C’est cette forme qui
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représente le véritable intermédiaire actif. Cengigrs’est averé extrémement réactif vis a vis

de toute une série de centres nucléophiles (Nu).

Nu
H3C—N + Nu —> H3C—N

Cl Cl
Il y a une réouverture du cycle et fixation du cemucléophile. Comme on le voit, le résultat
de cet ensemble de réactions est d’aboutir au emrapient du chlore par une série de
substrats a propriétés nucléophiles (-SH, -OH,~NMH
De plus, il est intéressant de noter que cetteticka@eut se poursuivre avec la

deuxiéme chaine.

Nu Nu
@ —0O  +Nu
H3C—N —>  HC-N ,ICll — o = H;C—N
—ICll

On a donc greffé deux chaines alkyle sur deux esmucléophiles, ce qui est a
l'origine de cette dénomination d’agents alkylants.

En milieu biologique [Ialkylation intervient ess&llement au moment de la
réplication de 'ADN, quand les deux brins sontaég et exposent ainsi les sites d’intérét a
'action alkylante. De la sorte les deux groupersealkylants peuvent réagir, avec par
exemple I'azote en position 7 d’'une guanine déhkdree d’ADN, ce qui revient a rattacher les
deux brins de 'ADN en formant un pont intercatéesj empéchant de la sorte que ceux-ci ne

se désenroulent lors de la réplication ou de lestmaption (schéma 1.10).
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| G = Guanine
,—C/ ® O N NH2 ADN
CH3—N]\j . CH3—N/ﬁ_ \||/ .
S ___ N
o N
Cl \_N
Chlorméthine lon aziridine G\
—
N NYNHZ
<\ | NH
N
o) G
0. _N_ _NH,
| ADN o) NI NH2 spn
O/ N
® RN
N ®
CHs—N cH m
W \\___N\ TN&) -
| T
\N |N\ NH; \N NYNHZ
<\ NH <\Nj;‘/NH
© /o

z

N
P @

ADN entravé

Schéma I.10. Premiet modeéle d’alkylation de 'ADN par la chlorméthine

L’agent alkylant peut aussi se fixer sur 'ADN etrher des ponts intracaténaires entre
deux guanines adjacentes sur le méme brin d’ADM: tdhe fixation revient a masquer cette
partie de I'ADN, et donc a empécher l'accés desymm®es indispensables au bon

fonctionnement de 'ADN (schéma 1.11).

Schéma I.11: 2™ modele d'alkylation de I’ADN par la chlorméthine.
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Cependant, ce produit en plus de son action vdsietnde sa toxicité élevée pour la
moelle osseuse réalise une alkylation qui n'a derspécifique. En effet sa forme éthylene
immonium attaque toute une série de cellules. gdléixe sur les protéines plasmatiques, sur
les éléments figurés du sang, elle diffuse dangdsss sains.

Finalement, il n’y a qu’une infime fraction qui s& au tissu cancéreux, pour y
réaliser I'alkylation recherchée. C’est pourqua keientifiques ont orienté leurs recherches
vers des dérivés dénués d’action vésicante et gasséune spécificité d'action aussi

développée que possible vis a vis des cellulesatanses.

[.3.2.LE CHLORAMBUCIL

Dans les années 50, Ross et &bnt synthétisé un analogue arylé de la chlorméthin
l'acide 4-[4-bis(2-chloroéthyl)aminophényl] butyug appelé couramment chlorambucil

(CLB) en greffant le groupe actif bis-(3-chlorodjrgmine sur un support aromatique.

Cl
NOCHZCHZCHZCOOH
cl

Acide [[bis-(B-chloréthyl)amino]-4-phényl]butyrique
ou chlorambucil ou chloraminophéne

Dans ce cas le noyau aromatiqgue aura tendancerainemtdans son systéme de
résonance les atomes présentant des doubletsoigquient, le doublet de I'azote devient de
moins en moins disponible pour le phénoméne deisagmn (rencontré dans la
chlorméthine). On diminue, donc, la vitesse de &irom de I'ion éthylene-immonium, ce qui
entraine une diminution de la réactivité du praddieci se traduit par un meilleur effet
pharmacologique : I'effet peut s’exercer a plusglom distance et est plus sir. Connors et

37
|

coll*’. ont démontré que le métabolite majeur du chloranhlgtait issu d’ung-oxydation de

la chaine butyrique :

% J.L. Everett, J.J. Roberts, W.C.J. RdsChem. Sog2386 (1953).
37 A. McLean, A.D. Newell, G. Baker and T. ConndBipchem. PharmacpR9, 2039(1980).
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HOOC—(CH2)3@N[(CH2)2CI]2 CLB

HOOC—CH,—CH=CH ON [(CH2).Cll, acide (E)-4[4-bis(2-chloroéthyl)
amino-phényl]but-3-&noique

HOOC—CH ZO N[(CH),Cl]» acide moutarde phénylacétique
PAM

Schéma |.12 voie de métabolisation du CLB

Ces auteurs ont démontré que bien que l'acide mumitphénylacétique (PAM)
possede une forte activité antitumorale, il présenissi une haute toxicité vis-a-vis des tissus
sains. C’est pour cela que de nombreux analoguesi@a été synthétisés dans le but de

diminuer la toxicité de ce métabolite.

[.3.3. RETROSPECTIVES DES ANALOGUES DU CHLORAMBUCIL

Afin de diminuer la toxicité du métabolite du ctdarbucil (CLB), les recherches se
sont principalement axées sur deux facteurs :
* Une modification de la chaine butyrique pour rendr@-oxydation impossible une
fois le CLB assimilée par l'organisme. Ceci estdwerpossible en substituant le
carbone en positiofd de la chaine alkyle et ce par exemple par un gnoent fluoré

comme l'ont fait Tatlow et colf>*

Ro

|
ROOG—CH,—CH—CH, N((CH2),C),

R=H ou Et, B=CF; ou CHR,

3 J.C.Tatlow, M.Markou, P.L.Coe, journal of Fluori6&emistry, 89 (2), 183-188 (1998).
3 J.C.Tatlow, M.Markou, P.L.Coe, journal of Fluori6&emistry, 84 (2), 113-118 (1997).
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* En augmentant la spécificité des analogues poucdligles cancéreuses en greffant

sur le CLB un groupement glucidique :

H

O
HO

0O—CgH11
N NHAc

iN 4) N(CH,CH,C),
<; )OK/\/@
O
Schéma 1.13 analogue glycosylés du chlorambucil

[.4. FINALITE DU TRAVAIL

Nos efforts se sont orientés vers I'élaborationndlagues du chlorambucil, en
substituant le groupement phényle par un synthdurelalLe groupe actif bis-([3-chloroéthyl)
amine sera greffé sur la thymine qui est une basta de la famille des pyrimidines entrant,
entre autres, dans la structure des acides nuekidNous fixerons par la suite ce groupement

sur la fonction acide carboxylique formant ainse donction amide.
Cl Cl C|H /JCl
N N

NH
ch\ﬁN HaC\E§N | N/KO cl
| | H

|
CH,COOH (CH)3COOH 0 cl

O

Schéma 1.14 analogues du chlorambucil.

L’élaboration de telles structures débute par uliglaion régiosélective de la

thymine au niveau de la position 1.




CHAPITRE IT

Alkylation de la Thymine
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II. ALKYLATION DE LA THYMINE

L’alkylation de la thymine est une réaction conxgleen raison des problemes de

régiosélectivité liés a la présence de deux azitdsux oxygenes.

[I.1. MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE :

A la difféerence des bases puriques, l'alkylations deases pyrimidiques reste
relativement inexplorée.

En 1968, dans le cadre de leurs travaux visanyrdhétiser des analogues de
dinucléotides reliés par une chaine alk@epwn et colf*’, réalisaient la synthése de la N-1-
propylthymine, soit par action du bromopropanelauhymine en présence d’un léger exces
de carbonate de potassium, soit par action d'ugelaxces de bromopropane sur la thymine

préalablement silylée (schéma I1.2).

CHy-(CH,),-Br

Voie 1 K,CO,, DMSO, 11 h \
0
: H
N o]
H OSi(CH,),
Voie 2 A CH3-(CH2)2—Br
| )\ 10 jours i
3

—
N OSi(CH,),

—2

Schéma 11.2: Synthése de la N-1-propylthymine

Selon le protocole expérimental utilisé, la N-bypfthymine est obtenue avec des
rendements, pour la voie 1 de 44% et pour la vale 25%. Par contre, le remplacement du
bromopropane par le 1,3-dibromopropane ou le lhediohexane, a conduit par la voie 2,
aux produits de N-1 alkylation avec des rendemdatordre de 70%. Ces deux méthodes
permettent une réaction régiosélective avec unigmérane monoalkylation sur l'azote en
position 1. Toutes ces réactions donnent des remdsnplus modestes avec l'uracile (de
I'ordre de 30%).

“0D. T. Browne; J. Eisinger; N. J. Leonadd Am. Chem. Sq®0, 7302 (1968).
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En 1980, Sasaki et colf* ont réalisé I'alkylation de l'uracile soit par [&3-

dibromopropane selon la méthode de Browne et ait, par le benzoate de chlorobutyle

(schéma 11.3).
0 0
0
! _H _ (CH )7—0Bz
- N N
| N 1) NaH, DMF, 1h, 80°C || /g | /g
/g 2) CI(CH,) OBz, 90°C N Yo ST
oo | |
H ((|:H Z)n (C|:H Z)n
Avecn=4,5 OBz OBz

Schéma 11.3: Alkylation selon la méthode de Sasaki et coll.

Cette réaction est réalisée en deux étapes, tabord I'uracile est mise en présence
d’hydrure de sodium (0,7 éqg.) dans le DMF, puis eaprrefroidissement, le
chloroalkylbenzoate (0,6 €q.) est ajouté. Dans tesicas, on observe la formation de deux
produits qui correspondent aux composés N-1 akdyM-1,N-3 dialkylés, avec un rendement
de l'ordre de 54% pour le composé monoalkylé et 3i4r le composé dialkylé. De plus,
quelle que soit la longueur de la chaine fixéeprizduit de monoalkylation est majoritaire.
Dans le cas de la chaine a cing carbones, onvabsee meilleure sélectivité (N-1 alkylé /
N-1,N-3 dialkylé = 4,2), mais aussi une diminutida rendement global puisque celui-ci
passe de 85 a 42%.

Avec un protocole quasiment identiqiedersen et coff ont réalisé I'alkylation de

dérivés de la thymine par I'acétate de bromobuigédééma 11.4).

o 0 0

ROCH, 9y ROCH, W ROCH, s (CH,—OAc
b
| N 1) NaH, DMF, 1h, 80°C | /§ | /g
/g 2) Br(CH,),0Ac, 24h, T. A, N X
b | |
H ((|3Hz)4 (TH2)4
Avec R = alkyle ou aryle OAc OAc

Schéma 11.4: Exemples de dérivés synthétisés

Comme Sasaki, ils ont obtenu un mélange de corsplNsgé substitué et N-1,N-3

disubstitués. Les différents produits sont isoMscades rendements allant de 9 a 28% pour

“1T. Sasaki; K. Minamoto; T. Suzuki; S. Yamashitatrahedron 36, 865 (1980).
“2A. E. S. Abdel-Megied; M. S. Motawia; E. B. PedarsC. M. NielsenHeterocycles34, 713 (1992).
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les disubstitués et de 17 a 55% pour les monosuéstiavec un rendement global optimal de
64%.

En 2000, Ferrer et cdif, ont réalisé I'alkylation de la thymine par le troéthanoate
de tertiobutyle a température ambiante dans le DMR présence de 1,8-

diazabicyclo[5,4,0]undec-7-ene (DBU) qui est ungebimrte non nucléophile.

O
| NH  Br-cH,CooBu | /'\L"
Yo  DBUDW N Yo
H
CH,COOtBuU

Schéma |1.5: alkylation de ferrer et Coll.

Le composeé résultant de la N-1 alkylation est is@iéc un rendement de 81%.

II. 2. STRATEGIE ET RESULTATS

Pour réaliser I'alkylation, nous avons tout d’abatilisé la méthode de Ferrer et coll.
Les premiers essais ont été réalisés avec le buamoiate d’éthyle. La thymine non
protégée est dissoute dans le DMF puis on ajodtéd., De DBU. Le bras bromé (1,1 éq.)
solubilisé dans le DMF est alors additionné goatgmutte au mélange réactionnel.

O(CH)3COEt

(0] ﬁ ﬁ
[ s UH , U(CHz)scozEJ%NH
N~ So  DBUDMF NS0 o o
" ‘(CH 2)3COZEt ‘(CH 2)3COEt I‘—|
la 1b lc

Schéma |l.6: réactions d'alkylation selon Ferrer et coll.

Outre le produit N-1 alkylda (19%) recherché, deux autres composés se forment,
résultant de la double alkylatidrib (37%) et de la O-alkylatiohc (8%). L’augmentation du
temps de réaction ou de la concentration du dérggé n’a conduit & aucune amélioration.

Le rendement en compodé étant modeste nous avons dans un deuxieme temps
utilisé la méthode de Pedersen et coll. La thyméamit d’abord avec I'hydrure de sodium
dans le DMF puis on ajoute progressivement le déhalogéné. L'influence de différents
facteurs tels que le mode d’activation, la longudarla chaine ou la nature du dérivé

halogéné, sur la sélectivité a alors été appréleendé
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[1.2.1. ACTIVATION PAR CHAUFFAGE CLASSIQUE

Une mise au point de I'alkylation de la thyminelige dans notre laboratolfe a
montré que I'utilisation d’'un excés du dérivé ha&on§ augmente le rendement en composé N-
1 alkylé. On fait réagir, dans un premier tempsssangon, dans le DMF anhydre a reflux, la
thymine avec 2 équivalents d’hydrure de sodium.Dan deuxiéme temps on ajoute 2,3
équivalents d’halogénure d’alkyle. Aprés 48 heutegéaction, nous obtenons les composés
la, 1b et 1c avec des rendements de 27%, 36% et 5% respectiveeur améliorer ce
systeme, tant du point de vue de la régioséleétiyite du rendement et de la cinétique, nous

avons utilisé I'activation par irradiation micro-aes.

[1.2.2. SYNTHESE PAR ACTIVATION MICRO -ONDES

L’apport de la technologie micro-ondes en chingetraduit essentiellement par une
diminution des temps de réaction et des réacti@morglaires. Suivant les cas, une
augmentation des rendements, une pureté accrueeetneilleure sélectivité peuvent étre

obtenue¥’

[1.2.2.1. Origine du chauffage des matériaux souscéivation micro-onde :

Aux effets purement thermiques des micro-ondes g@us/ajouter des effets propres
au rayonnement, impliquant dans un premier tempesnogilleure homogénéité du chauffage
et une vitesse de montée en température accrue.

Rappelons que I'énergie quantique (E) mise en @uraiée a la longueur d’onde
utilisée par la loi de PLANCK.

E=hch
ou h, c etk désignent respectivement la constante de Plaackitdsse de la lumiéere et la
longueur d’onde de la réaction.

Pour un rayonnement de longueur d’onkel2.2 cm, I'énergie (0,3 cal/mol) est
insuffisante pour exciter les molécules et rompeeliaisons. L'échauffement d’'un produit par

rayonnement micro-ondes ne peut donc résulter tGuterctions onde-matiere.

“3P. Grandjean, R. Benhaddou, R. Granet, P. Kraierahedron Left38 (35), 6185-6188 (1997).
“ A. Loupy,C. R. Chimie7, 103 (2004).
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Les molécules polaires ont la propriété de s’ogerdans le sens d'un champ
électrigue (phénomeéne de polarisation dipolaire).'Bbsence de celui-ci, les dipbles sont
orientés au hasard, aucune direction n’est privdk@t les molécules ne sont soumises qu’au
mouvement brownien (schéma Il A). Sous l'effet dcimamp électrique continu, chaque
dipble est soumis a une force électrique qui terldréenter dans la direction de celui-ci
(schéma 1.7, B). Dans le cas d'un courant altéfrfathéma 1.7, C), le champ électrique
change de sens a chaque alternance. Les dipb&as, tamdance toujours a suivre la direction
de celui-ci, changent d’orientation. Cette carastigue permet de les agiter, d’ou la friction
des molécules et un échauffement interne qui peaitti@s intense sous l'effet d’'une onde de
forte puissance (jusqu’a 10°C par seconde). llssignun chauffage de « I'intérieur » avec

une répartition finale de température plus régelagw’en chauffage classique.

AN

Ve

L<l[00 0] ¢

A

++ A+t
N\
. Avec un courant
Sans contrainte Avec un courant e i
électrique continu électrique alternatif

a trés haute fréquence

Schéma 11.7: Influence du champ électrique sur un produitedigique

11.2.2.2. Influences des micro-ondes sur les grandes d’activation

Un processus cinétique étudié en fonction de lgésature est caractérisé par la loi

d’Arrhenius.
k=Aexp-AG /RT)

ol k, A etAG” désignent respectivement la constante de vitdeséacteur pré
exponentiel d’Arrhénius et I'enthalpie libre d’agition, celle-ci peut se décomposer en deux

termes.

p
AG =AH %TAS #

ol AH* et AS® désignent respectivement I'enthalpie d’activation I'entropie

d’activation. On peut envisager deux hypothésesta&influence possible des micro-ondes
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sur ces parametres réactionnels. Tout d’abordpéthese de la section efficace qui fait
référence a la probabilité de chocs moléculairdcaskes : celle-ci serait accentuée sous
champ micro-ondes par le mouvement forcé des entitéctives polaires présentes dans le
milieu. On joue ainsi sur le facteur pré-expondriecar les chocs moléculaires permettant
le franchissement de la barriére d’activation dewent plus nombreux. L'autre hypothese, est
'entropie, qui fait référence essentiellement aréactions rapides. Les micro-ondes
induiraient un positionnement favorisé des réactifs vue de la formation de I'état de
transition. Ce positionnement favorisé, amenena diminution de I'entropie de I'état initial
(mouvement ordonné) et ainsi une augmentationedertpie d’activation (on diminue alors
I'enthalpie libre d’activation).

Au niveau de la sélectivité, cette hypothese @oujustifier une sélectivité différente
sous activation micro-onde en orientant préférédatreent une entité réactive ou un groupe
fonctionnel.

[1.2.2.3. Résultats de I'activation micro-ondes

Nous avons étudié la réaction d’alkylation de Hgntine avec le bromobutanoate
d’éthyle en faisant varier la quantité d’hydruresdelium, de dérivé brome, la température et

la puissance d’activation (schéma 11.8).

e) (H) (H) O(CH2)NCO5R
I
\CNH Br —(CHp)NCOOR \@\IH . \@\I(CHZ)nCOZR\ﬁ\)NH
_ .
H)%o NaH/DMF, M.O. l‘\l e l‘\l e l‘\l o
(CH2)RCO,R (CH2RCO:R H
n=3, R=CGHg 1a 1b lc
n=1, R=tBu 2a 2b
n=1, R=CpHs 3a 3b

Schéma 11.8:réactions d’alkylation de la thymine par actieatimicro-ondes

Les différents essais ont été menés a partir denélrde thymine, solubilisée dans le
DMF anhydre, I'hydrure de sodium est ajouté puigolet est activé par micro-ondes. On
injecte ensuite le dérivé bromé puis on active aveau. Les résultats obtenus sont
rassemblés dans le tableau II.1.
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Tableau I1.1: Etude de l'alkylation par activation micro-onde

Essais| NaH (éq. Br(ChHCOOEt Temps activation la(%) |1b (%)
1 1.1 1.1 6x(3min, 60°C, 100W) 20 17
2 11 15 6x(3min, 60°C, 100W) 17 25
3 11 2.3 6x(3min, 60°C, 100W) 15 30
4 2 2.3 6x(3min, 60°C, 100W 15 35
5 1.1 11 6x(3min, 100°C, 200W) 28 21
6 11 11 6x(3min, 100°C, 250W 34 18

Une analyse de ces essais montre que le résultahupp est obtenu avec 1,1
équivalents de NaH et de dérivé bromé (Tableau kdsai 6). L'augmentation de la
température et de la puissance permettent l'obterdu composé N-1 alkylé avec un
rendement de 34 % accompagné de 18% de composiyldi-aPar rapport au chauffage
classique, la N-1 alkylation est favorisé, de glabtention d’une quantité beaucoup moins

importante de composé dialkylé facilite la purifioa du mélange.

Nous avons ensuite réalisé la méme réaction eanfaigarier la nature de I'agent
alkylant. Une premiére étude avec le bromoéthandaithyle a permis de confirmer les
conditions optimum de cette réaction (tableau Ie8sai 5). Nous avons ensuite réalisé

l'alkylation avec le bromoéthanoate de tertiobutydms les conditions optimum. (tableau I1.2,

essai 6).
Tableau ll. 2 Etude de l'influence de I'encombrement stérique
Essais RBr (éq.) NaH (éq}) Temps activation N-Ylalk N-1,N-3 dialkylé

1 BrCH,COOEt (1.1) 11 3x(3min, 100°C, 100W) 46 15

2 | BrCH,COOEt (2.2) 2.3 3x(3min, 100°C, 100W) 40 22

3 BrCH,COOEt (3) 3 3x(3min, 100°C, 100W) 37 25

4 BrCH,COOEt (1.1) 11 6x(3min, 100°C, 100W) 54 12

5 BrCH,COOEt (1.1) 11 2x(3min, 100°C, 250W) 74 10

6 BrCH,COOtBu (1.1 11 2x(3min, 100°C, 250W) 75 0

On remarque encore que, dans le cas du bromoétead@dhyle, le meilleur rendement

(74%) est également obtenu avec 1,1 équivalentddiing de sodium et 1,1 équivalent de
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dérivé bromé a 100°C avec une puissance d’irradiate 250W. La présence du groupement
attracteur C@R en positiora du CH portant le brome augmente la réactivité, le reretgm
en produit monoalkylé passe de 34% a 74%.

Dans les mémes conditions le remplacement du gnoepeéthyle par le groupement
tertiobutyle conduit a la formation sélective dumgmsé résultant de la N-1 alkylation avec un
rendement de 75%. Il semble donc que l'apport d’'geee stérique aprés la premiere
alkylation au niveau de la position N-1 rend pluSliclle, méme impossible la deuxieme

alkylation.

Enfin des essais complémentaires ont montré quetlare de I'halogéne (Cl, Br, 1)
porté par I'agent alkylant initial n’avait pas dlimence notable sur I'alkylation tant sur le plan
de la sélectivité que sur le plan des rendements.

11.2.2.4. Caractérisation spectrale

L2
N O

QK/V\COOR

La structure des différents composeés a été détémpar spectroscopie IR et RMN

NH
B

'H. Le spectre IR présente une bande large a 3100comespondant & la vibration NH, une
bande & 1720 cincorrespondant au carbonyle du groupement ested 0@ cni un signal

des carbonyles de la thymine. Les signaux correfgpanaux CH de la chaine alkylée se
trouvent comme attendu & 2900 &rat ceux correspondant & la double liaison C=C 16

cmt,

Les spectres RMN du proton montrent la présendghdi(a) pour les trois composes.
Ainsi que la présence desHg pour les composéka et 3a. Le groupement tertiobutyle du
composé&a résonne sous forme de singulet a 1,48 ppm. Leaé&denRMN du proton sont

rassemblées dans le tableau 11.3.
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Tableau 11.3: Données RMNH des composéka, 2aet3a[d ppm (J Hz)]

Attributions Composé la (¢Dc/;) Composé 2a (OMSO)  Composé 3a (DMSO)

Base

H-3 9,07 s 11,34 s 11,30 s

H-6 7,03d(0,5) 748d(1,1) 7,48 se

CH; 1,92 se 1,75d (1,1) 1,76 se

Chainhe

H-a 3,77 1(7,2) 434 s 445 s

H-p 2,01 q(7,1) ~ ~

H-vy 2,38 1t(7,0) ~ ~
O-CH>-CH3 4,15 q(7.1) ~ 4,14 q (7,1)
O-CH2-CH3 1,27+ (7,1) ~ 121+ (7,1)

tBu ~ 141 s ~




CHAPITRE III
Transformation du carbonyle

en position 4 de la Thymine
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[ll. TRANSFORMATION DU CARBONYLE EN POSITION 4 DE L A
THYMINE

[l1.I. INTRODUCTION

La seconde étape de cette synthese consiste gankformation du groupement

carbonyle en bisptchloroéthyl) amine:

O \/\'\(\/
n=1, R=tBu
N/go | /KO n= 3, R= GHs5
N
(CH2NCOOR ((|2H2)nCOOR

Plusieurs auteurs ont réalisé ce type de transtayman deux étapes, la premiéere
consiste a fixer un bon groupement nucléofuge esitipn 4 de la thymine alkylée. La
deuxieme étape étant une substitution nucléoplelenettant de fixer soit le groupement
bis(B-chloroéthyl)-amine, ou diéthanolamine.

Cette transformation est possible du fait des ferm@@itomeres présentées par la thymine
(schéma lll.1). La forme (b) est la plus couramnremicontrée mais les deux autres formes

sont possibles avec une probabilité plus grande ladorme (c).

0 o OH
N NH SN
(L~ —
N o N o N~ o
(a) (©

(b)

Schéma l1l.1: tautomérie de la thymine

Pour effectuer ces transformations, plusieurs vdesynthése ont été développées,
dont nous décrivons quelque-unes.

Grunder-Klotz et af? ont transformé I'uracile en cytosine en utilisEnmésomérie de
I'uracile pour fixer sur I'oxygene en position 47 bon nucléofuge, le mésithylenesulfonyle,
qui est trés encombré et est donc sélectif de petsé@ion. La molécule ainsi obtenue peut
réagir avec I'azidure de sodium dans le DMF, cosatuti alors au dérivé possédant un groupe

azido en position 4. celui-ci est réduit pour for@mine (schéma 111.2).

> E.Grunder-Klotz, G.JusNucleosides Nucleotidek3 (9), 1829 (1994).
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CHs
HaC,
o HsC
Cl—ﬁ CHs
(0] O\\
EEN
o) HsC o [e) CH3 N3
(1,5 équiv.) sncCh (9
DMAP (0,06 équiv.) N N nCl; (9 équiv.)
‘ NH EtsN (5 équiv.) N NaN3 / DMF, N EtsN (12 équiv.)
> —_— >
N/go CICH,CH,Cl N/go ‘ o @SH / CHsCN N/g
\ \
Sucre Sucre Sucre gucre

Schéma 111.2 formation de la cytidine a partir de I'uridinerpaubstitution nucléophile

A. A.-H. Abdel-Rahman et 4F ont substitué le groupement carbonyle en posi#ion
de la thymidine protégée par le 1-pyrenylmethylami@ette transformation a été effectuée
par formation de lintermédiaire triazolylé danscEtonitrile, en présence de triazole,
triethylamine et POG! Une substitution nucléophile par le chlorhydratee 1-
pyrénemethylamine (RNH) est ensuite réalisée dans le DMF a 80°C en préseie
triethylamine et permet d’obtenir le produit avecrandement de 77% (schéma 111.3)

A e
iy 00
HsC H,C
3 \EKNH \f\ 3 7 NH
DMTO N)Q DMTO DMTO N)Qo
O (@)
Triazole/Et3N b RNH,, HCI

POCIy/CHL,CN EtzN/DMF

0,
AcO 91% 7% AcO

Schéma 111.3 transformation du carbonyle en amine secondeipai-triazolylation

La fixation de I'unité triazolique suit le processtlassique présenté sur le schéma lll.4 :

iy i
N— ®N—H
/
0 _ T | H/\@?
R—C-N-R + Cl—pp0——> R=@d = > R-C o =+ &
| _
I0—P O—P—Cl
H ¢ =Gl =
‘@ \O/ N
Lon

N
e
®. N
HCl
R*ﬁ{MH — abner
NR'

Schéma lll.4:mécanisme de la réaction de triazolylation

“°A.A.-H Abdel-Rahman, O.M.Ali, E.B PederséFetrahedron52 (48),15311-15324 (1996).
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L'uridine peut étre transformée en cytidine pantBrmédiaire d’'une 4-thiouridine. En
effet, Starrett et 1’ ont rapporté que le pentasulfure de phosphefe ouvait transformer
la fonction carbonyle en position 4 de l'uridine éonction thiocarbonyle qui, aprés
ammonolyse, conduit a la cytidine. Cependant, egsuas ont aussi montré queSp ne
conduit pas toujours au thioamide désiré. Uneradtere a PSs est le réactif de Lawesson. |l
s’agit du 2,4-bis-(4-méthoxyphényl)-1,3-dithia-2ilphosphétane-2,4-disulfide que nous
noterons R.L. par la suite. Ce réactif permet debreuses réactions de thionaffyret en
particulier la réaction de conversion en thiocétdme en thiocarboxamid®sdes composés
oxygénés correspondants. Une fois les thiocétommsékes, celles-ci peuvent étre converties
en amines primaires par réaction avec I'ammoniats da méthanol. Cette réaction peut
s’appliquer au cas des dérivés de l'uridine comioet I[décrit Starrett et coll.; on peut le

résumer par le schéma III.5.

‘? ﬁ NH,
NH i) NH i)
N
NT O N o N
Sucre ‘Sucre ISucre

I
i) HL-0 <SS>”4©70_CH3(0 6 équiv,)dichloroéthane a refl

(réactif de Lawesson)
ii) NH3, MeOH, 100°C, dans une bombe scellée

Schéma lll.5: formation de la cytidine par l'intermédiaire dithiouridine

Un mécanisme de I'étape de thionation est propaske schéma Ill.6.

/a\ /&
PN P ")

A—P{ _ CP—A =—= 2 A—P—§  —
\S/ ® + R/C R

Schéma Ill.6: mécanisme de la réaction de thionation

47).E.Starrett,Jr, D.R. Tortolani, D.C.Baker, M.T.Qm&K.Hebbler, J.A.Wos, J.C.Martin, M.M.Mansuri,
Nucleosides Nucleotides (7), 885 (1990).

“8M.P. Cava, M.I. LevinsorTetrahedron41 (22), 5061 (1985).

“9B.S. Pedersen, S. Sheibye, N.Y. Nilsson, S-O. lsaaeBull. Soc. Chim. Belg87 (3), 223 (1978).

0’3, Sheibye, B. S. Pedersen, S.-O. LawesBolh, Soc. Chim. Belg87(3), 229 (1978).
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[11.2. RESULTATS ET DISCUSSIONS

Nous avons mis en oeuvre ces trois methodes paarr e groupement actif Bif3{
chloroethyl) amine. Dans un premier temps, la swsin nucléophile développée par
Grunder-Klotz a été appliguée. Pour cela nous avaigéagir le chlorure de mésitylene
sulfonyle sur la 1-éthoxycarbonylméthyl-thyminenafie fixer ce groupe sur I'hydroxyle en
position 4, I'équilibre étant déplacé ainsi vergédame tautomere (c) (schéma lll.1).
L’intermédaire formé, une substitution nucléophgar le Bis p-chloroethyl) amine est

réalisée dans le DMF en présence de triéthylamine.

Cl Cl
N

~N .
\f‘\NH 1,5 éqmesitylenesulfonylchloride | /IL 2 éqde Bis(2-chloroethyl amine, HCI | /l
/KO 0,06 éGDMAP Nige) DMF, BN 0

N N

| CICHCH,CI A: J:

CH,CO,Et 5 eqg H2CO,Et H,CO,Et
4

Schéma lll.7: passage par le groupement mésitylenesulfonyle

Bien que lente (4 jours en moyenne, a températmt@aate), la réaction de fixation
du groupement mésitylénesulfonyle conduit au compogrmédiaire avec un rendement de
56%.

En spectropscopie RMN du proton, la présence dupgnment mésitylenesulfonyle
est confirmée par l'apparition d’'un singulet int@gr pour 6 protons vers 2,73 ppm
correspondant aux deux groupements €rlposition ortho, et d'un singulet correspondant
CHjs en position para vers 2,29 ppm ainsi que d’'unuetgntegrant pour 2 protons dans la
zone de résonnance des protons aromatiques (tadbléau
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Tableau lIl.1: Données RMNH du composé [d ppm (J Hz)]

Attributions Composé 4 (D¢l
Base
H-6 7,31d(0,8)
CHs 2,04 d (0.8)
Mésitylenesulfonyle
H-Ar 695s
2 CH3(ortho) 273 s
CH3(para) 2,29 sé
Chaine
H-a 447 s
O-CH,-CH3 4,20q(7,16)
4,25 q (7,16)
O-CH2-CH3 1,26 1 (7,16)

Les essais de fixation du groupement Bistfloroethyl) amine n’ont pas conduit au
composeé attendu. L'augmentation du temps de régamla température ou de la quantité de
réactif n’a pas induit d’'amélioration.

Nous avons alors procédé a la transformation pammithode proposée par
A.A.-H.Abdel-Rahman et al. par l'intermédaire d'utreazolylation de la thymine alkylée.

L’étape de substitution nucléophile étant réalisg@me précédemment (schéma 111.8).

41 o
i
X f
—» —»
N)s )\ )%
(CHNCOR (CH »)NCOLR éH2C02C2H5
n=3,R=GHg 1la n=3,R=GHg 5
n=1, R=tBu 2a n=1, R=tBu 6
n=1,R=CGHg 135 n=1,R=GHg 7

i) triazole (9,6 éq), PO&R éq), acétonitrile & 0°C et 9,2 écpltt
puis on ajoute le composé dissout dan&detbnitrile
i) 2eq de Bis(2-chloroethyl amine, HCl), DVM35 eq E{N

Schéma l11.8: passage par le groupement triazolyle
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Le triazole est mis en présence de POE&hcétonitrile et de triethylamine a 0°C. On
laisse remonter la température du mélange réacioanl’ambiante, avant d’ajouter la
thymine alkylée. En suivant I'avancement de lati@éagar ccm, on observe la formation du
compose triazolylé au bout de quelques minute®detion. Dés la disparition du produit de
départ, la réaction est arrétée par évaporatioasagjout de triéthylamine et d'eau. Apres
traitement, le produit triazolylé est isolé aveaendement quasi-quantitatif.

5' 2'
r°N

Aprés triazolylation, les spectres RM des composés, 6 et 7 confirment la
présence des deux protons H-3' et H-5' respectiverad,12 et 9,29 résonnant sous forme de
singulet. Les attributions des autres signaux sepurtées sur le tableau ll1.2.

Tableau I11.2: Données RMNH des composés; 6 et 7 [d ppm (J Hz)]

Attributions  Composé 5 (CDCI3) Composé 6 (DM50) Composé 7 (DMSO)

Base

H-6 771s 8,34 se 8,26 s

CH; 2,46 s 2,30 2,30 se

Triazol
H-3' 8,12 s 9,34s 8,37 s
H-5' 9,29 s 8,38 s 9,32s
Chaihe

H-a 404+t (7,1 462s 4,78 s

H-p 2,15 qt (7,1) - -

H-y 243t (7.1) - -
O-CH,-CH3 415q (7,1) - 4,18 q (7,1)
O-CH-CH3 127+ (7,1) - 1,23+ (7,1)

tBu - 144 s -
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Les spectres de masse des comp@séS et 7 présentent le pic quasimoléculaire
correspondant & MHespectivement & m/z 291, 291 et 263 confirmasist@ictures.

Les essais d’amination des compoSg8 et 7 sont réalisés dans le DMF en présence
de deux équivalents de chlorhydrate de PisHloroéthyl)-amine, et d'un large exces de
triéthylamine. Plusieurs essais ont été effectoégar chauffage classique soit par activation
micro-ondes. Malgré les différentes conditions tiéacelles testées, nous ne sommes pas

parvenus aux composeés attendus.

Nous nous sommes alors tournés vers la méthodeogieppar Starrett et al. Par
'intermédiaire d’'une thionation de la thymine. Noavons fait réagir la thymine alkylée avec

1,5 équivalents de réactif de lawesson (R. L.) dawkchloroéthane a reflux.

(@]

| NH R.L. | NH
Yo CICH;CHZCI Yo
| reflux l_:

(CH2)NCOOR (CH2)NCOOR
n=3,R=CHg 1la n=3,R=CGHg 8
n=1, R=tBu 2a n=1, R=tBu 9
n=1, R=CGHg 33 n=1,R=CGHs 1p

Schéma l1l.9: synthese des 4-thiothymines alkylées

Le temps de réaction varie en fonction du subsiptes évaporation du solvant et
purification, nous obtenons les dérivés soufrés aeebons rendements (tableau 111.3).

Tableau 11I.3 : Résultats de la réaction de thionation par voissitpe

composésTemps de réactiorRendements
8 7h30 94%
9 6h 84%

Afin de réduire le temps de réaction, des essaisapt@vation micro-ondes ont été

réalisés. De la méme facon, le composé alkyléissbdt dans le dichloroéthane en présence
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de 1,5 équivalents de réactif de Lawesson. Le rgéladactionnel est ensuite activé au micro-

onde. Les résultats obtenus sont rassemblés déatddau 111.4.

Tableau 1.4 : Résultats de la réaction de thionation par actwathicro-ondé

compose Activation Rendement
8 16x(2mn 80°C 350 Watt) 99%
9 16x(2mn 80°C 350 Watt) 85%
10 21x(2mn 80°C 350 Waitt) 92 %

Les essais par activation micro-ondes se songaués satisfaisants, nous avons alors
opté pour la synthese de la 4-thiothymine alkyléegette voie.

Les spectres RMN du carbone confirment la présdncgoufre. On retrouve les pics
correspondants au C=S vers 190 ppm pour les tooigosés. Les données RMN du proton

des composé&d, 9et 10sont rassemblées dans le tableau 111.5.

Tableau 11.5: Données RMNH des composés, 9et10[5 ppm (J Hz)]

Attributions Composé 8 (cDc¢l;) Composé 9 (¢Dcl;)  Composé 10 (<Dcls)

Base

H-3 99s 10,02 s 998s

H-6 7,06 s 6,98 d (0,8) 6,97 d (0,8)

CHs 210s 2,10d (0,8) 2,10d(0,8)

Chainhe

H-a 3,801t (7) 4,37 s 460s

H-p 204 m - -

H-vy 2,38 1 (6,8) - -
O-CH,-CH3 4,15q (7) - 426q(7,0)
O-CH»-CH3 1,27 + (7) - 1,31+ (7,1)

tBu - 149s -

Ces résultats sont également confirmés par speétriende masse, les spectres de
masse des compos8s 9 et 10 présentent le pic quasi-moléculaire correspondavitia

respectivement a m/z 257, 257 et 229.
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Afin de réaliser I'étape d’amination, plusieursasdle fixation du groupement b (
chloroéthyl) amine sur les compos&s9 et 10 ont été réalisés, en faisant varier le solvant
(DMF, pyridine ou mélange des deux) et le mode td/ation (chauffage classique ou
activation micro-ondes). Nous avons reproduit lssaes plusieurs fois en variant les

parametres opératoire.

Aucun des trois intermédiaires n’a conduit aurmposés attendus. Face a cet échec,
nous avons essaye de réaliser cette transformaiordeux étapes a partir de la 1-
(éthoxycarbonylmethyl)-4-thiothymine. Dans un prentemps, une substitution nucléophile
par la diéthanolamine est réalisée, puis les hydesxsont substitués par des chlores en
utilisant le chlorure de thionyle comme agent derettion.

Cl

HO OH Cl

S N N/\/ N I\/\/

| NH 3 eq diethanol amine: | X>N.  SOChL DMF \ka.
/go 130?1\28"0 N /Ko /K o

|
N N

éH 2C02C2H 5 éH 2C02C2H 5 éH 2C02C2H 5

Schéma 111.10: fixation de la diéthanolamine

Nous avons commenceé par appliquer le systeméugegouramment rencontré, soit
dans le DMF en maintenant le milieu réactionnel @e utempérature de 130°C.
Malheureusement aucune évolution n'a été constatésme en faisant varier le mode
d’activation. Nous avons alors utilisé le métharmime solvant, et la réaction a été menée a
reflux suivant la méthode développée par Startett. e

Contrairement a nos attentes, la diéthanolaméne’est pas fixée en position 4 de la
thymine. L’attaque du nucléophile s’est dirigéef@réntiellement vers le carbonyle de la

fonction ester pour donner une fonction amide, averendement de 74%.

S S
NH 10 éq diethanol amine‘ | NH
| /K MeOH a reflux N/KO OH
N~ O |
éH CO,CH Hzc_lcl;_NR
2 2215
O OH
11

Schéma lll.11: fixation de la diéthanolamine par la méthodeStirett et al.
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En RMNH on constate effectivement la disparition du siegoorrespondant au GH
du groupement alkyle ainsi que le quadruplet cpordant aux deux protons du €HDn
observe aussi I'apparition de 4 triplets entre 363,77 ppm correspondant aux 4 Clé la
diéthanolamine (tableau III.6).

Le spectre RMN du carbone confirme la présence aidres On retrouve le pic
correspondant au C=S a 193 ppm. Ce résultat eltnégat confirmé par la spectroscopie de
masse, le spectre de masse du compadsgérésente le pic quasimoléculaire (M3H m /z
288 ainsi que le pic correspondant a (M+)H m/z 305.

L’étape suivante est la substitution des hydiexyar des chlores. Cette réaction est
réalisée dans la pyridine en additionnant le chéone thionyle a 0°C pendant 10 minutes
puis en laissant la température remonter a I'antbian

S S

r . Tr o

N N
|/ SOCh.pyidine | —
H.C

11 12
Schéma l1l.12: Chloration des hydroxyles

Le suivi de la réaction par ccm montre I'apparitd@nplusieurs produits au cours de la
réaction. Nous avons alors réalisé cette transfooman 2 étapes, tout d’abord la fixation du
groupement meésyle dans la pyridine puis une réactesubstitution nucléophile permet de

fixer le chlore.

<r o .orro oo
| 1eClPyridne. 0. _ua.goc, |

Schéma 111.13: substitution des hydroxyles par des chlores

Le produit mésylé formé a partir du compdsiéest utilisétel quel sans purification
pour réaliser la chloration dans la pyridine, eéspnce de 12 équivalents de chlorure de
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lithium. Apres 5 heures de réaction, le mélangecti@anel est évaporé puis purifié par
chromatographie. Le composé attendu est obtenuuaveendement de 25 %.

Le spectre infra rouge du compdkg&montre bien la disparition des bandes hydroxyles
vers 3340 crl.

En RMN du proton, lintroduction des chlores n’aspaffecté les déplacements
chimiques des protons. Les attributions des sigrsant reportées sur le tableau II.6. Le

spectre de masse confirme gu’il s’agit bien du cosépdichloré, il présente deux pics quasi-
moléculaires & m/z 324, m/z 326 et m/z 328 cornedaots a (M+H).

5
. 1?& X
11 X=0OH
a y) \\2a 2b 12 X= Cl

X

Tableau 111.6: Données RMNH des composékl et 12 [d ppm (J Hz)]

Attributions  Composé 11 (¢D;0D) Composé 12 (¢D;0D)

Base

H-6 7.31d(0,8) 7.29d (1)

CH; 2,05d (0,8) 2,03d(1)
Chaihe

H-a 479 s 480s
H-1a 3,59t (5,3) 3571(5,4)
H-1b 3,77 t (5,3) 3,801t (5,4)
H-2'a 352t (5,7) 3531(5,7)
H-2'b 3,70t (5,7) 3,721 (5,7)

Nous avons procédeé, par la suite, a la synthédé¢ M-di-(2-hydroxyéthyl)-2-(thymin-
1-yl)-acétamide. Pour cela nous avons reproduitmiémes conditions opératoires utilisées
pour la synthése du N,N-di-(2-hydroxyéthyl)-2-(4ethymin-1-yl)-acétamide, soit attaque de

la diethanolamine sur le carbonyle de I'ester, muibstitution des deux hydroxyles par des
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chlores, en utilisant comme substrat de départéshaxycarbonylmethyl-thymine (schéma

111.14)

o) O O
NH 10 éq diethanol amine NH 1- MsCl, Pyridine, 0°
MeOH areflux 2- uc:| 80°C
| /KO /K o) /K cl
’E H |C—C—N H C—C—
H,CO,C,Hs 2 || 2 ||
~OH RCI
13 14

Schéma 111.14: synthése di-bis-(-chloroéthyl)aminecarbonylmethyl-thymine

Les composés3 et 14 sont obtenus apres purification avec des rendenuent75 % et 28%.
La caractérisation par RMNH des composéd3 et 14 confirme les structures

attendues, les données obtenues sont rassembideie dableau I11.7.

Tableau l11.7: Données RMNH des composék3 et 14 [d ppm (J Hz)]

Attributions Composé 13 (cp;0p) Composé 14 (cD;0D)

Base

H-6 7,17 d (1) 7,22q(1)

CH; 1,91d (1) 2,01d (1)
Chaihe

H-a 473 s 478 s
H-1'a 357d(5,2) 3,58 1 (5,3)
H-1b 3,79d(5,2) 3,80 (5,3)
H-2'a 3,563d(5,48) 3,57 (5,6)
H-2'b 3,74d (5,48) 3,77 (5,6)

Ces résultats sont également confirmés par speétrientle masse, les spectres de masse des
composéd 3et 14 présentent le pic quasi-moléculaire correspondamiia a m/z 272 pour le
composél3 et pour le composé dichlor&4) a m/z 308, m/z 310 et m/z 312.
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CONCLUSION

Dans cette seconde partie nous avons réalisé la mise au point de
lalkylation de la thymine par activation micro-ondes, avec différentes chaines
afin détudier linfluence de la longueur de cette derniére et celle de la présence
dun encombrement stérigue sur la sélectivité. La thymine alkylée est ensuite
utilisée pour synthétiser une famille danalogues du chlorambucil. Malgré les
multiples essais de fixation du groupement bis-(B-chloroéthyl)-amine en position
4 de la thymine alkylée, nous navons pas pu obtenir les analogues souhaités.
Seules les molécules issues de [attaque nucléophile sur le carbonyle de /ester
ont été obtenues.

Des tests biologiques de /activité de ces deux nouvelles molécules seront
réalisés au laboratoire d'Oncologie Cellulaire et Moléculaire de luniversité Paris

XIIT par /e professeur Michel Kraemer.



CHAPITRE IV

Partie expérimentale
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IV. PARTIE EXPERIMENTALE

IV.1. REACTIFS ET SOLVANTS

L’origine des réactifs et solvants utilisés spégiBment au cours de cette partie est

présentée dans le tableaulV

Tableau IV.1: Réactifs et solvants utilisés

Réactifs et solvants Origine
Acétate d’éthyle SDS
Acétone Acros
Acétonitrile SDS
Bromobutanoate d’éthyle Aldrich
Bromoéthanoate d’éthyle Aldrich
Bromobuthanoate dertio-butyle Aldrich
Chlorhydrate de bis3¢chloroéthyl) amine Aldrich
Chloroforme SDS
Chlorure de meésitylenesulfonyle Aldrich
Chlorure de thionyle dAth
Diethanolamine Acros
1,8-diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-ene (DBU) Aldrich
4-diméthylaminopyridine Acros
Diméthylformamide Acros
Ethanol SDS
Ether de pétrole SDS
Hydrure de sodium Aldrich
Méthanol Fisher
Réactif de Lawesson Aldrich
POCE Acros
Pyridine anhydre Aldrich
Thymine Aldrich
Triazole Aldrich
Triéthylamine Acros

Toluéne SDS
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IV.2. METHODES ET MATERIELS

Les méthodes et matériels de purification et algwe sont les mémes que celles
décrites dans 121 partie.
Les divers éluants utilisés sont :
éluant A : éther de pétrole/toluene/acétone ; 4/4/8/v
éluant B : CHG.
éluant C : chloroforme/éthanol ; 95/5 ; viv
éluant D : chloroforme/éthanol ; 90/10 ; viv

éluant E : chloroforme/éthanol ; 50/50 ; v/v

IV.3. FOUR MICRO-ONDES

L’activation micro-onde a été réalisée par un téac multimode de laboratoire
Milestone Ethos 1600d'une puissance maximale de 1000 W, piloté panateur et pouvant
étre asservi en puissance ou en température ([2tatare est lue par une sonde de type fibre

optique).
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IV. 4. SYNTHESE
IV.4.1. REACTION D'ALKYLATION

o O O(CH,)3COOEt
N (@) N O N /KO
H
(CH5)3COOEt (CH5)3COOEt
1-éthoxycarbonylpropylthymine  1,3-di(éthoxycarbonylpropyl)thyminet-éthoxycarbonylpropoxythymine

IV.4.1.1. Alkylation par chauffage classique ennggsence de DBU

Dans un bicol de 100 ml on introduit 2 g (15,8 mym# thymine que I'on dissout
dans 50 ml de DMF anhydre. On ajoute alors 2.6 nrill (éq.) de 1,8-
diazabicyclo[5,4,0]lundec-7-éne (DBU) a l'aide d’'useringue. Une fois la réaction placée
Sous argon, sous agitation magnétique et a tenypératnbiante, on injecte goutte a goutte
3.4 ml (1,5 éq.) de 4-bromobutanoate d’éthyle sbadhdans 1 ml de DMF. La réaction est
suivie par chromatographie sur couche mince daglsaht A. Aprés 4h de réaction, le
mélange réactionnel est évaporé a sec, redissass6faml d’AcOEt puis placé dans une
ampoule a décanter avec 40 ml d’eau. Apres agitaton récupere la phase organique et on
extrait la phase aqueuse avec 2 fois 30 ml d’AcQ&tphase organique est alors séchée sur
MgSQ;, filtrée puis le solvant est évaporé. Le brut tiéanel est purifié par chromatographie
sur colonne de silice en utilisant un gradientaleant (acétone/éther de pétrole).
On récupére 816 mg (19%) du compase2.054 g (37%) du compodd et 302 mg (8%)

du composéc.

IV.4.1.2. Alkylation par chauffage classique enngsence de NaH

Dans un bicol de 100 mL, on introduit 756 mg dgnime (6 mmol) et 480 mg de
NaH a 60% en suspension dans I'huile (12 mmol)lslié dans 40 ml de DMF anhydre. Le
milieu réactionnel est placé sous agitation magnétiet sous atmosphere d’argon, a 100°C
pendant 4 heures. Le mélange est ensuite refré@npérature ambiante. On ajoute alors 2mi
(13,8 mmol) de 4-bromobutanoate d’éthyle. Apresxdeeures sous agitation a température
ambiante, le mélange réactionnel est chauffé adQq@¥ndant 48 heures. La réaction est

arrétée et le DMF évaporé. L'huile obtenue estisepdans un mélange AcOEt@®1 puis la
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phase aqueuse extraite avec 2 x 30 ml d’acétatbytée La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et le solvant évaporé. Aprés purificatipar chromatographie sur colonne de
silice (avec un gradient d'éluant d'éther de pétatld'acétone), les composiés 1b et 1c

avec des rendements de 27%, 36% et 5% respectitemen

IVV.4.1.3. Alkylation par irradiation micro-ondes

A 378 mg de thymine (3 mmol) sont ajoutés, 132 rhgdture de sodium (3,3 mmol,
1,1 éq.) dans le DMF (12 ml), le mélange réactibmse irradié par activation micro-ondes
pendant 9 min (3x3min; 100°C, P: 250W).
Le 4-bromobutanoate d’éthyle (0,476 mL, 1,1 éqt eesuite additionné au brut réactionnel et
le tout est activé pendant 18 minutes (6x3mn; 100PC250W). Apres purification, le
composé & est isolé avec un rendement de 34% (245 mg) ebheposélb avec un
rendement de 18% (191 mg).

la(solide blanc) ; Rf = 0.24 (éluant A) Tf=133°C

RMN *H (CDCL): voir tableau I1.3.

RMN 3C (CDCE) : $=172.6 (-COO) ; 164.2 (C-4) ; 150.9 (C-2) ; 1404§) ; 110.9 (C-5) ;
60.8 (Ca) ; 47.6 (OCH,-CHg) ; 30.7 (Cy) ; 24.2 (CB) ; 14.2 (O-CH-CHg) ; 12.3 (CH-
thym).

1b (huile translucide) ; Rf = 0.54 (éluant A)

RMN H (CDCL) : =7.06 (1H, d, J=1 Hz, H-6) ; 6.14 (2H, q, J=7.1 IBHO-CH»-CH) ;
6.11 (2H, g, J=7.1 Hz, COOHG-CHs) ; 4.01 (2H, t, J=7.1 Hz, &) ; 3.79 (2H, t, J=7.2 Hz,
H-a) ; 2.37 (4H, m, Hy) ; 2.01 (2H, qt, J=7.6 Hz, B); 1.97 (2H, qt, J=7.6 Hz, B} ; 1.92
(3H, d, J=1 Hz, Cktthym) ; 1.27 (3H, t, J=7.2 Hz, COO-GI€H5) ; 1.25 (3H, t, J=7.2 Hz,
COO-CH-CH3)

1c(solide blanc) ; Rf =0.36 (éluant A) Tf=102°C

RMN *H (CDCh) : 6=10 (1H, s, -NH) ; 7.05 (1H, s, H-6) ; 4.13 (2H,J&7.1 Hz, COO-8,-
CHs) ; 4.00 (2H, t, J=7.0 Hz, ) ; 2.37 (2H, t, J=7.6 Hz, K); 1.99 (2H, qt, J=7.3 Hz, H-
B) ; 1.92 (3H, s, Ckithym) ; 1.25 (3H, t, J=7.1 Hz, COO-Gi€H5)
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o)
| NH-

Ko

éH 2COOtBu
1-ter-butoxycarbonylméthyl-thymine

N

Le composé2a est synthétisé par activation micro-ondes, selmmEme mode
opératoire utilisé pour la synthese du compbséA partir des mémes quantités de réactifs.
Dans ce cas le temps d'irradiation apres ajout,dé@ml (1,1 éq.) de bromoéthanoate de
tertiobutyle est de 6 min. Aprés purification swlanne de silice, on recueille 540 mg de
compos&a (75%).

2a(solide blanc) ; Rf = 0.2 (éluant A) Tf=193°C

RMN *H (DMSO) : voirtableau I1.3

RMN **C (DMSO) :6=167.27 (-COO) ; 164. 2 (C-4) ; 150.91 (C-2) ; T4(C-6) ; 108.34 (C-
5) ; 81.75 (€(CHs)s); 48.98 (Ca); 27.65 (-CCHs)s); 11.85 (CH-thym).
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O O
| NH- | N—CH,COOEt
N /K @) N /g @)
CH,COOEt CH,COOEt
1-éthoxycarbonylméthylthymine 1,3-di(éthoxycarbonylméthyl)-thymine

La réaction est réalisée par irradiation microemdselon le méme mode opératoire
utilisé pour la synthese du compakg A partir de 756 mg de thymine (6 mmol), 264 mg
d'hydrure de sodium (1,1 éq.) et 20 ml de DMF. Apagout du bromoéthanoate d'éthyle
(0,750 ml, 1,1 éq.) le temps d’irradiation est dmi@utes (2x3mn; 100°C; P: 250W). Apres
purification sur colonne de silice, on obtient 989 de compos8a (74%) et 178 mg de
composéb (10%).

3a(solide blanc) ; Rf = 0.21 (éluant A) Tf=166°C

RMN *H (DMSO) :voirtableau I1.3

RMN *°C (DMSO) :6=168.07 (-COO) ; 164.15 (C-4) ; 150.82 (C-2) ; B&1(C-6) ; 108.44
(C-5); 60.98 (OCH,-CHs); 48.30 (Ca); 13.89 (CH-thym);11.71 (O-Ch-CHz).

3b (huile translucide) ; Rf = 0.48 (éluant A)

RMN *H (DMSO) :6=7.5 (1H, q, J= 1 Hz,H-6) ; 6,11 (2H, g, J=7,1 H2@-CH,-CH3) ; 5,9
(2H, g, J=7,1 Hz, COO4E,-CH3) ; 4,65 (2H, s, H¥) ; 4,47 (2H, s, Hx), 1,77 (3H, d, J=1
Hz, CH-thym) ; 1,27 (3H, t, J=7,1 Hz, COO-G{€H5) ; 1,23 (3H, t, J=7,1 Hz, COO-GH
CHy).
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IV.4.2. TRANSFORMATION DU CARBONYLE EN POSITION 4 DE LA THYMINE

IV.4.2.1. Passage par le groupement mésitylenesutfde

éH 2CO,Et
1-(éthoxycarbonylméthyl)-4{O-mésitylénesulfonyl)thymine

Dans un ballon de 50 ml, 200 mg ( 0,943 mmolamposéa sont introduits avec 2
€q. (412 mg) de chlorure de mésitylenesulfonyl®@60q. de DMAP (7mg) et 20 ml de
dichloroéthane. On place le ballon sous atmospt&ngon et agitation magnétique, et a
I'aide d’'une seringue on ajoute 5éq. de triethytsan(0,655 ml). La réaction est arrétée apreés
4 jours, le produit brut est purifié par chromatggrie sur colonne de silice, on récupéere 207
mg de composé (56%).

Rf = 0.75 (éluant B).

RMN *H (CDCE) :voir tableau I11.1

RMN **C (CDCE) : $=167.22 (-COO) ; 166.55 (C-4) ; 154.19 (C-2) ; B¥7(C-6) ; 131.92
(C-Bz); 104.45 (C-5); 62.22 (@H,-CHg); 48.61 (Ceal); 22.75 (2 ChH-para) ; 21.15 (CH-
ortho); 14.05 (O-CH-CHs); 12.15 (CH-thym).
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IVV.4.2.2. Passage par le groupement triazolyle

|
(CH2)3sCO,Et

1—(éthoxycarbony|propyl)—4—(1,2,4—triazo|y|)thymine

Dans un ballon de 50ml, on introduit 1,034 g dazivie (9,6 éq.), 0,285 ml de PQCI
(2€q.) et 21 ml d'acétonitrile. On place le bakbonis agitation magnétique a 0°C, et on ajoute
goutte a goutte 2 ml de triethylamine (9,2€q.). 8&J du produitla sont alors rajoutés a
température ambiante. On suit I'évolution de lactiéa par chromatographie sur couche
mince dans I'éluant C. Aprés 2 h de réaction, avutgj au brut réactionnel 1,4 ml de
triéthylamine et 0,3 ml d'eau, au bout de 10 miméange est évaporé a sec.
Le brut réactionnel est placé dans une ampoulecantr avec 4 ml d’'une solution basique
saturée de NaHC{et 50 ml de chloroforme, on récupére la phasenigga et on extrait la
phase aqueuse avec 25 ml de chloroforme. Les pleases organiques sont rassemblées et
séchées sur MgSQApres filtration et évaporation du solvant, le @msé5 est obtenwavec
un rendement quasi-quantitatif.
Rf = 0.42 (éluant C)
RMNH(CDCL):voir tableau I11.2.
RMN **C (CDCE) : 6=172.6 (-COO); 158.2 (C-4); 154.82 (C-2); 153.473}; 151.03 (C-6);
105.9 (C-5); 145.07 ( C-5"); 60.85 (OH,-CHg); 50.33 (Cea); 30.67 (Cy); 24 (Cf); 16.93
(CHs-thym);14.2 (O-CH-CH5).
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“Lﬁ

_N

N
B

A

N o
CH,CO,tBu

1-(ter-butoxycarbonylméthyl)-4-(1,2,4-triazolyl)thymine @

Le composé est obtenu selon le méme mode opératoire quenipases, a partir de
921 mg (3,838 mmol) du produta. On obtient le composé désiré sous forme d’'un& hui
jaune avec un rendement quasi-quantitatif.
Rf = 0.47 (éluant C).
RMN *H (CDCL): voir tableau I1.2.
RMN 3C (DMSO) :6=172.6 (-COO); 158.2 (C-4); 153.8 (C-6); 153.59QC153.43 (C-3");
145.34 ( C-5’); 104.29 (C-5); 82.16 QfCHs)3); 51.6 (Cea); 27.64 (-CCHs)3); 15.72
(CHs-thym).

Nkﬁ

_N
N
B
PN
o
CH,CO,Et
1-(éthoxycarbonylméthyl)-4-(1,2,4-triazolyl)thymine

Le composé est obtenu selon le méme mode opératoire quenipases, a partir de
550 mg (2,596 mmole) du prod@& On obtient le composé désiré avec un rendemexsi-qu
guantitatif.
Rf = 0.40 (éluant C)
RMN *H (DMSO): voirtableau I11.2.

RMN 3C (DMSO0):5=166.43 (-COO); 158.35 (C-4); 153.73 (C-3"); 153(832); 146.78 (C-
6); 14525 (C-5); 104.41 (C-5); 61.27 (CH»CHs); 50.49 (Ce); 15.59
(CHg-thym); 13.89 (O-ChCHy).
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IV.4.2.3. Réaction de thionation

NH

N @)

(éH 2)3COOEt
1-(éthoxycarbonylpropyl)-4-thiothymine

IV.4.2.1. Par chauffage classique:

Dans un bicol surmonté d’un réfrigérant, on intib@40 mg (1 mmol) de compod&a
ainsi que 625 mg de réactif de Lawesson (1,5 4@.)mL de dichloroéthane sont ensuite
ajoutés pour solubiliser le tout. Le mélange ré&amctel est alors mis sous argon et sous
agitation magnétique. L’ensemble est porté a rellievancement de la réaction est suivi par
CCM dans I'éluant B. Au bout de 7h30, la réactisharétée, le solvant est évaporé et le brut
réactionnel est purifié sur plagues préparativegalale silice (éluant C). On obtient 240 mg

de compos@ correspondant a un rendement de 93%.

IV.4.2.2. Par activation micro-ondes:

Dans un bicol, on introduit 200mg (0.833 mmol) denposéla ,520 mg de réactif
de Lawesson (1,5 €g.) et 12 mL de dichloroéthamemilange réactionnel est irradié par
activation micro-ondes pendant 32 minutes (16x2803C; P: 350W). Apres purification sur

colonne de silice, le compo8ést isolé avec un rendement de 99% (253mg).

8 (solide jaune) ; Rf (éluant C) = 0.59 Tf=153°C

RMN 'H (CDCL) : voir tableau I11.5.

RMN *3C (CDCE): 6=192 (C-4); 170.6 (-COO); 156.2 (C-2); 148.04 (CB)6 (C-5); 61.03
(O-CH2-CHy); 49.7 (Ce); 30.7 (Cy); 23.76 (CB); 16.8 (CH-thym); 14.3 (O-CH-CHs>).
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| NH-

Ko

CH,COOtBU
1-(ter-butoxycarbonylméthyl)-4-thiothymine [9]

N

Nous appliquons le mode opératoire décrit poulsyathése du composg par
activation micro-ondes. En faisant réagir cettes f880 mg (1.58 mmol) de compogé
dissous dans 29 mL de dichloroéthane avec 990 rBgé(l.) de réactif de Lawesson. Apres
purification sur colonne de silice (éluant: B), @acupére 344 mg de compo$e
correspondant a un rendement de 85%.

9 (solide jaune) ; Rf (éluant C) = 0.74 Tf=66°C

RMN *H (CDCL) : voir tableau I11.5.

RMN *3C (CDCl) : § =191.0(C-4) ; 166.0(-CO0); 148.4(C-2) ;136.9(C-6) ;119.3(C-5) ;
83.8(-C(CHg)3) ; 49.6(C-a) ; 28.0(-C(CH3)3) ; 17.0(CHs-thym).

| NH
N O

CH,COOEt
1-(éthoxycarbonylméthyl)-4-thiothymine

Nous appliquons le mode opératoire décrit pour yatrese du compos8 par
activation micro-ondes. En faisant réagir 700 m@ (8@mol) de composga dissous dans 50
mL de dichloroéthane avec 2,065 g (1.5 €q.) detiféde Lawesson. Le mélange réactionnel
est irradié 42 minutes. Aprées purification sur cole de silice (éluant : B), on récupere 694
mg de compos#&0 correspondant a un rendement de 92%.

10 (solide jaune) ; Rf (éluant C) = 0.70 Tf=144°C

RMN *H (CDCL) : voir tableau I11.5.

RMN *3C (CDC}) : 6=191 (C-4); 166.94 (-COO); 148.3 (C-2); 136.63 (CH19.58 (C-5);
62.44 (OCH,-CHs); 49.07 (Ca); 17.02 (CH-thym); 14.11 (O-Ck+CHy).
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IV.4.5. FIXATION DE LA DIETHANOLAMINE

S
| NH
N/go OH
Hzé—ﬁ:—NR
OH

N,N-di-(2-hydroxyéthyl)-2-(4-thiothymin-1-yl)acétamde

Dans un bicol de 25 ml surmonté d'un réfrigéramiss atmosphére d’argon, on
introduit 310 mg (1,36 mmol) de compos@ et 8 ml de méthanol. On ajoute 1,304 ml de
diethanol amine (10 éq.) et on chauffe a 60°C. &@Béh de réaction, le produit brut est
recueilli et purifié par chromatographie sur colergte silice (avec un gradient d'éluant de
dichlorométhane et d’éthanol). On récupéere 289 mgamposéll sous forme de cristaux
jaunes(74%).

Tf=175°C.

Rf = 0.49 (éluant E)

RMN *H (CD;OD): voir tableau II1.6.

RMN *C (CD;OD) : $=193.2 (C-4); 169.3 (-CON); 151.0 (C-2); 140.0 (5-620.1 (C-5);
60.5 (C-2'a et C-2'b); 51.8 (C-1'a); 50.5 (et C-2'a); 17.1 (Chtthym).
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Hzc—lclz— N

M

OH

N,N-di-(2-hydroxyéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamide

Le composé 3 est obtenu selon le méme mode opératoire quentpasell. A partir
de 203 mg (0,957 mmotje composaa, 0,92 ml de diethanol amine et 6 ml de méthanol .
Apres purification par chromatographie sur colodeesilice, on obtient le compo48 avec
un rendement de 75% (196 mg).
Tf = 190°C.
Rt = 0.52 (éluant E)
RMN *H (CD;OD): voir tableau I1.7.
RMN *C (CD;0D) : $=168.8 (-CON); 166.1 (C-4); 152.4 (C-2); 142.7 (C-610.8 (C-5);
60.1 (C-2'b) ; 59.9 (C-2'a) ; 51.4 (C-1'a); 50.1-&x); 49.3 (Ca); 12.2 (CHsz-thym).
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IV.4.6. CHLORATION DES HYDROXYLES

H2C—|C|3— N
Cl

N,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(4-thiothymin-1-yl)acétamide

Dans un ballon de 25 ml, on introduit 136 mg (0,4"80ol) du composé1 avec 5 mi
de pyridine. Le milieu réactionnel est placé a 840s atmosphére d’argon et 6 éq. (0,22 ml)
de chlorure de mésyle lui sont ajoutés a l'aidend’seringue. Apres 2 h de réaction, le ballon
est placé dans un bain d’huile a 80°C, sous agitathagnétique et 241 mg (12 é€q.) de
chlorure de lithium lui sont additionnés. La réantiest arrétée apres 5 h, on rajoute au brut
réactionnel 8 ml de toluéne, aprés évaporatiopraeuit est purifié par chromatographie sur
colonne en utilisant un gradient de solvant (dioidthane/éthanol), on obtient le comp&gé
avec un rendement de 25% (39 mg).
Rt = 0,45 (éluant C).
RMN *H (CD;0OD): voir tableau II1.6.
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H 2C—ﬁ)— N

Y

Cl

N,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamide

Le méme mode opératoire que celui utilisé pouryatheese du composg2 est
appliqué pour celle du produitd. A partir de 80 mg (0,295 mmol), 0,137 ml de chterde
mesyle, 5 ml de pyridine et 150 mg de chlorureitéuim. On obtient apres purification sur
colonne de silice 26 mg ( 28%) de compb4é
Rt = 0,41 (éluant C).

RMN *H (CD;OD): voir tableau I1.7.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a la synthése dagents
antiviraux et anticancéreux.

Dans une premiére partie, nous avons induit une nouvelle famille

dacyclonucléosides. Lors de cette synthése, une nouvelle méthode originale de
débenzoylation sélective des hydroxyles secondaires de la partie glucidigue des
nucléosides a été mise au point. La méthode a été généralisée pour étre appliguée
d dautres glucides.
S/ les résultats des premiers essais dinhibition de virus sur le virus de
limmunodéficience humaine (HIV-1) se sont avérés négatifs, nous pensons avoir
induit une famille assez large de nouveaux composés dont la modulation des
différents paraméetres structuraux permettra de parvenir d des molécules
biologiguement actives. I/ nest par ailleurs pas exclus que ces composés
présentent une activité plus significative sur l'herpés simplex.

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés a la synthése de
nouveaux analogues pyrimidigues du chlorambucil. Ces derniers peuvent réagir
comme des agents alkylants en créant un lien chimigue fort avec les bases de
IADN Jors de la division cellulaire. Dans cette partie nous avons étudié l'influence
de [activation micro-ondes sur le rendement et la sélectivité de certaines
réactions clef de ces synthéses complexes.

Ce travail illustre donc des approches nouvelles gquant aux méthodes de
déprotection ainsi que des fonctionnalisations régiosélectives associées d
lutilisation de méthodes dactivation non conventionnelles tels que les micro-

ondes.
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ANNEXE 1 -
ESSAIS BIOLOGIQUES

Premiere partie

Les acyclonucléosides ont été évalués pour lewitgcanti-HIV-1 sur les cellules
CEM-SS et les cellules MT4.

I. LA MULTIPLICATION DE HIV-1 DANS LES CELLULES CEM -SS

La multiplication de HIV-1 (souche LAI) dans ledlaes CEM-SS (infectées avec 20
TICD50) est évaluée, apres 5 jours de culture,dosiage de la transcriptase inverse dont
I'activité traduit la présence de virus relargu@sslle surnageant de culture. Les composés
testés sont ajoutés apres lI'adsorption du virus teamilieu de culture.

L’effet toxique des composés sur les cellules CE®Mnon infectées est apprécié par
la réaction colorimétrique (MTT) basée sur la c#@gades cellules vivantes a réduire le
bromure de 3-(4,5-diméthyl-thiazol-2-yl)-2,5-diplyetetrazolium en formazan apres 5 jours
d’incubation en présence de différentes concentraten compose.

Les molécules sont mises en solution, selon lesd=ss le DMSO, le méthanol ou l'eau.
Dans les expériences, la concentration du solvsintogijours inférieure ou égale a 1%. La
production de virus, dans les cultures incubéeprésence de difféerentes concentrations du
composeé est comparée a celle des cultures ince@népesence de concentrations en solvant

identiques.

[I. LA MULTIPLICATION DE HIV-1 DANS LES CELLULES MT 4

La multiplication de HIV-1 (souche HTLV I1lIB) danss cellules MT4 (cellules T4
transformées par le HTLV-1) est suivie par I'effgttopathogéne induit par le virus. Les
cellules sont infectées avec une dose de HIV-1psadt, aprés 5 jours de culture, une
diminution du virus dans le milieu de culture &éliéntes concentrations.

La viabilité des cellules est mesurée par la réactolorimétrique (MTT). La quantité

de formazan produite est proportionnelle au nordereellules vivantes.
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[1l. RESULTATS
Tableau lll.1: Résultats des tests biologiques
CEM-SS MT-4
COMpOoSes EC50a CC50b EC50a CC50b
13 >1.10" >1.10 | >1.10" >1.1b
17 >1. 10" >1.10" | >1.10 >1. 16
21 >CGCso >7.6.10 | > CGy >1. 1b
23 >1. 10" >1.10 | >CGyp > 7.8 10°
25 >1. 10" >1.10 | >1.10 >1. 10
27 > 1. 10" >1.10 | >1.10 >1. 16
28 >1. 10" >1.16 | >1.10" >1.1b
29 >1. 10" >1.1b | >1.10 >1.1b
30 > 1. 10" >1.10 | >1.10 >1. 10

a- Concentration Effective a 50% (mg/mL) ou conceidratequise pour inhiber la réplication de HIV-1
de 50%.
b- Concentration cytotoxique a 50% (mg/mL) ou concaitn requise pour réduire la viabilité des

cellules infectées de 50%.

V. CONCLUSION

Cette famille d’acyclonucléosides n’a pas montativité biologique anti-HIV.
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STRUCTURES DES COMPOSES SYNTHETISES
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