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INTRODUCTION GENERALE

Pour certains le mot cancer désigne le signe astrologique occidental, la premiére constellation de ['été.
Pour d’autre, ce mot est plus lourd a prononcer. En effet, le cancer a été longtemps considéré comme incurable.
Aujourd hui, nombre de cancer sont guéris ou vécus comme une maladie chronique grice aux avancées
spectaculaires de la médecine. I n'en reste pas moins le plus grand fléau mondial du siécle. Effectivement, dans le
monde, plus de 11 millions de personnes sont diagnostiquées avec un cancer et environ 7,6 millions de personnes
meurent du cancer chaque année. En France, le cancer est la seconde cause de mortalité aprés les maladies cardio-
vasculaires. 270 000 nouveaux_ cas de cancer sont diagnostiqués chaque année parmi lesquels on dénombre plus de

150 000 décés.

La maladie du cancer est décrite depuis [antiquité. C'est le médecin Hippocrate qui, en comparant les
tumeurs a un crabe, leurs a donné pour la premiére fois les noms grecs de « Rarkinos» et « Rarkinoma ». La
comparaison est justifiée par [aspect de certaines tumeurs, dont les prolongements rappellent les pattes de
Canimal. Le mot cancer désigne en fait un groupe de maladies trés différentes les unes des autres. C’est pourquoi on
devrait parler des cancers au pluriel. Cette grande diversité des cancers explique en partie la difficulté a trouver un
reméde efficace. I[ existe trois modalités principales de traitements des cancers : la chirurgie, la radiothérapie et la

chimiothérapie. C’est ce dernier mode de traitement qui a retenu toute notre attention.

Dans le cadre du programme de recherche sur les agents anticancéreux du Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles de ['Université de Limoges, nous proposons la synthése de nouveaux agents alkylants mono
et bifonctionnels. Ces agents créent un lien chimique fort avec les bases de LADN. Lors de la division cellulaire, le
dédoublement des deux brins & ADN devient difficile et la transcription s'arréte au niveau de [agent alkylant
entrainant ainsi le suicide de la cellule. Ces nouveaux agents anticancéreux sont synthétisés a partir de molécules
d’origines naturelles comme les bases ou les nucléosides, eux méme composés dune partie base (purique ou
pyrimidique) et d'une partie glucidique. Les nucléosides constituent les éléments fondamentaux des acides
nucléiques (ADN ou ARN). Leur présence dans la cellule est indispensable en raison de leur implication dans la
synthése protéique et dans le processus de transmission de [information génétique, transcription et traduction. En

effet aprés quelques modifications, ces composés constituent une source importante d agents thérapeutiques.

Par la suite une étude de Cactivité biologique de ces nouveaux agents alkylants mono et bifonctionnels

sera réalisée.

Note : Les astérisques (*) renvoient au glossaire en fin de mémorre.






CHAPITRE |

LES NUCLEOSIDES — ETAT DE LA QUESTION






l. INTRODUCTION

Durant les années 50, la découverte de la strudeitacide désoxyribonucléique (ADN)
et la compréhension du réle des acides nucléiquessur des cellules, ont suscité un vif intérét au
sein du corps scientifique. L’inhibition du fonatikement des acides nucléiques a fait I'objet de
nombreux travaux, en particulier, il a clairemetd démontré que les analogues de nucléosides
interferent avec les nucléosides naturels, modifeamsi le métabolisme cellulaire. Les propriétés

thérapeutiques de ces analogues sont trés variadnhivirales, anticancéreuses.

Dans ce chapitre introductif, nous nous proposansiétrire la structure des nucléosides
ainsi que leurs roles dans les traitements du caQe#a passera par une nécessaire présentation

d’autres notions que sont les nucléotides, lesmal¢otides ainsi que les acides nucléiques.

.1. LES NUCLEOSIDES ET NUCLEOTIDES: DEFINITION , STRUCTURE

Les nucléosides sont des molécules d’origines eldsr constituants de base des acides
nucléiques (ADN et ARN), qui jouent un role essentilans de trés nombreux processus
biologiques. Les acides nucléiques sont des sutestaqui ont été tout d’abord isolées du noyau des
cellules. Plus tard, il a été mis en évidence @xiktait des acides nucléiques non seulement dans
le noyau, mais aussi dans le cytoplasme des cellGle terme n’était donc plus approprié, mais il a
eété cependant conservé. Il existe donc deux typesidds nucléiques, I'ADN (acide
désoxyribonucléique) essentiellement localisé dbnsnoyau des cellules, et I'ARN (acide
ribonucléique) essentiellement retrouvé dans leptsgsme des cellules. C’est dans la synthése des
protéines, composés fondamentaux de la cellulgyastgpde la plupart des activités biologiques,
gue les acides nucléiques ADN et ARN jouent un edsentiel. D’une facon tres schématique,
’ADN contient I'information nécessaire a cette #ygse, le programme. Il sert en quelque sorte a
dicter I'ordre dans lequel les acides aminés ddiggmchainer pour donner finalement la protéine
adéquate. Il renferme également I'information néaie a la régulation de la synthése protéique.
L’ADN est un élément permanent de la cellule. Le#®rmations qu'il contient seront transmises
aux descendants et constitue ainsi un supporthéeédité. Les ARN, quand a eux, permettent la

mise en oeuvre de la synthese protéique.

Les acides nucléigues sont de tres longues mokapelées oligonucléotide formées par

un enchainement de nucléosides.



Du point de vue structural, les nucléosides réstltle 'assemblage d’'une base azotée
(puriqgue ou pyrimidique) et d’'une partie glucidig(bose pour 'ARN et désoxyribose pour

I’ADN), reliées entre elles par une liaison carb@zete (Schéma 1.1).

Partie base

Bases puriques

\ 0 NH,
Partie glucidique |

< | 6 1NH </7 | 5 O5N
T GT
NH,
Guanine Adénine
OH OH
2'-désoxyribofuranose ribofuranose Bases pyrimidiques

NH,

i i

(ADN) (ARNy

H,C

K 3 3NH “3NH 5 NN

61J\ 61)\ 61)\

Thymme Uracﬂe
(uniquement (uniquement Cytosine
dans I'ADN) dans I'ARN)

Schéma I.1 : Structure générale des nucléosides.

Les nucléotides résultent de la phosphorylation desléosides. On appelle ainsi
nucléotide, tout motif complet qui comporte un greuphosphate, un sucre et une base azotée
(Schéma 1.2). La liaison entre les différents nosides d’'un oligonucléotide est assurée par de

I'acide phosphorigue qui estérifie les fonctionsoal en position 3’ et 5’ du sucre.

OH OH

ribonucléotide désoxyribonucléotide

Schéma 1.2 : Structure générale des ribo-et désioagticléotide.

On appelle polynucléotides ou oligonucléotides, descromolécules constituées par
'enchainement de plusieurs nucléotides reliéseeatix par une liaison 3',5-phosphodiester. Un
seul groupement phosphoryle réunit les deux nudéstcontigus en estérifiant d’'une part



I'hydroxyle en position 3’ d’'un premier nucléotigg d’'autre part 'hydroxyle en position 5’ de

l'autre nucléotide (Schéma 1.3).

Schéma 1.3 : Schéma d’un oligonucléotide.

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

L’ADN est donc un enchainement d’'un grand nombraagéosides reliés entre eux par
des liaisons phosphodiesters. J.D. Watson et FGHi€k!, en 1953, ont élucidé pour la premiére
fois la structure de ’ADN. Trois caractéristiqusant propres a I’ADN, et vont le différencier des
ARN. Comme les initiales « ADN » I'indiquent, I'osmtrant dans la constitution de '’ADN est du
désoxyribose, et non du ribose comme ce sera lal@as les ARN. Les bases constituant les
nucléotides de 'ADN sont I'adénine, la guaninecyaosine et la thymine. Dans les ARN, l'uracile
remplace la thymine. Une molécule d’ADN est habiameent formée de deux chaines (on dit aussi
« deux brins ») de nucléotides, alors qu'une md&cARN n’en comprend qu’une. Les deux
chaines de polynucléotides de 'ADN adoptent déasphce une configuration hélicoidale : elles

s’enroulent autour d’un axe central imaginaire @miant une double hélice (schéma 1.4).

1 a) J. D. Watson, F. H. C. Crickature 1953 171(4356), 737-738id., 1953,171(4361), 964-967. b) F. H. C. Crick,
J. D. WatsonProc. Roy .SodA), 1954 223(1152), 80-96.
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Groupe
Phosphate

Schéma 1.4 : Structure de I'’ADN.

Ces deux brins de nucléotides sont antiparallédesjeux squelettes pentose-phosphate se trouvent
sur les bordures extérieurs de I'hélice, alors tpsebases azotées se font face a lintérieur et
s’apparient par des liaisons hydrogéne qui maingahensemble les deux brins. Dans cette double
hélice, chacune des bases azotées a un complérudusie: 'adénine est toujours appariée a la
thymine et la guanine a la cytosine (ces basesrespectivement représentées par les lettres A, T,
G et C (Schéma 1.5).

Y ke gamdsibe
¥ wers e oo Tlom
CHy 4
“\i-"““"“"ﬂlln\ Jf ﬁlllllllllllllllllﬂ—ﬁ
- g o pee—
ﬁ/ i n‘%ﬂl\ g Erbie:
e !’J T e = " e
e = i Hindy by |||I'Q
. 2 Linkous Iyopiee H .
m&bp&ﬂmi umhﬂrﬁ; K

Schéma |.5 : Appariement des bases par liaisonsoggahe.

Cet appariement spécifique est lié au fait quelisons hydrogénes ont des distances et des
géomeétries bien déterminées, I'appariement de genxes occuperait un volume trop grand pour
permettre une hélice réguliere alors que deux pgiiimas seraient trop éloignées pour former des
liaisons stables. L'exactitude de cette régle dédgment entraine une complémentarité entre les
séquences de bases de deux chaines associéessiAinséquence 5-ATGTC-3’ existe sur l'une
des chaines, l'autre chaine devra porter obligatoént la séquence 3'-TACAG-5'.



Il existe plusieurs formes d’ADN dont la classitioa est fondée sur des critéres physico-
chimiques. Ces types d’ADN different |égerementlpattiametre de leur hélice et par I'orientation
de leur paire de bases. La structure de Watsomiek €galement appelée forme B de 'ADN est la
forme biologiqguement la plus abondante. Elle saatarise par un pas a droite de I'enroulement de
la double hélice. Lorsque I'humidité est faiblegee la salinité est forte, ’ADN se présente s@us |
forme A. Dans ce cas la double hélice a un pasitedet un intervalle entre les paires de bases plu
faible que dans ’ADN B. La molécule d’ADN dansftame A est donc plus courte et de diameétre

plus large que dans 'ADN B (Schéma 1.6).

ADN A

Schéma 1.6 : Les différentes formes de I'’ADN.

Une troisieme forme dite ADN Z se différencie pasdeélices qui tournent vers la gauche. Cet
ADN de gauche n’est pas l'image dans un miroir '@®N de droite. Il a une conformation
différente de la forme B. Le squelette sucre-phaspprend une disposition en zigzag (d’ou le nom
qui lui a été donné), I'hélice est plus allongéeneins torsadée que I'ADN B, et l'intervalle entre
les paire de bases est |égérement supérieur. breefdrpeut étre adoptée par des séquences qui ne
sont pas strictement des séquences pyrimidiqueppiralternées. Par exemple, I’hexanucléotide
MCGAT™CG, contenant deux 5-méthylcytosif&Q), cristallise sous forme d’ADN Z. On pense
gue la méthylation de la cytosine en positian-§ivo favorise le changement de la conformation B
en Z. En effet, ces groupes méthyles hydropholmsei@ient des saillies a la surface de I'ADN B,
ce qui dans l'environnement aqueux du grand siltéstabiliserait sa structure. Dans la
conformation Z, ces mémes groupes méthyles peusanicontraire, créer une petite zone
hydrophobe stabilisante. Certaines régions spéefigde 'ADN cellulaire ont probablement la

conformation Z, les autres étant essentiellementadormation B. Comme la méthylation a un



réle dans la régulation de I'expression des gdiON Z pourrait par sa présence contribuer a la

régulation de I'expression de I'information génégq

Les acides nucléigues ADN ou ARN fournissent lenadé de tous les événements qui se
produisent dans une cellule en étant les dépasstale I'information génétique. La structure de
chaque protéine, et donc de chaque constituantlaied, est la résultante d'une information
programmée dans la séquence nucléotidique dessaniggéiques cellulaire. Les informations
contenues dans I’ADN nécessaires pour la synthéseliférentes protéines vont étre transmises de
génération en génération par un processus ditgdieaton. La complémentarité de la structure en
double hélice a amené Watson et Crick a suggéeemamiere selon laquelle '’ADN pourrait s’auto
dupliguer et transmettre le code génétique. Sedomécanisme, chacune des deux chaines d’ADN
fonctionne comme une matrice, la double héliceéaitpartiellement et les enzymes commencent
a assembler le nouvel ADN en couplant les nucléetiks uns aux autres selon une séquence
complémentaire de celle de la matrice, c'est a eliréaisant correspondre Ca G et Aa T (Schéma
1.7). Finalement deux doubles hélices compléetes paduites a partir de I'original.

Schéma .7 : Réplication de ’ADN.

La connaissance de la réplication et de la trapison de 'ADN, a permis de comprendre en partie

le développement des tumeurs cancéreuses.

1.3. QU’EST CE QUE LE CANCER

Le cancer correspond a la multiplication anarchigeecertaines cellules normales de

'organisme, qui échappent aux mécanismes normauglifferenciation et de régulation de leur



multiplication. En outre, ces cellules sont capsbdéenvahir le tissu normal avoisinant, en le

détruisant, puis de migrer a distance pour fornesrrdétastases.

Chaque type de cancer a probablement des factéatsndhant, de promotion et de progression
différents. Cependant d’'une maniére générale, siindue schématiquement trois étapes majeures

(schéma 1.8).

Initiation | Promotion || Progression

Lésion de Activation des oncogénes®
I'ADN Inactivation des suppresseurs

Schéma 1.8 : Schéma général des premiéres étagascdacérisation.

i) Linitiation : correspond a une Iésion rapide eéwviersible de 'ADN apres exposition a un

carcinogene (physique, chimique, viral, etc....).

i) La promotion : correspond a une exposition prolengépétée ou continue, a une substance

qui entretient et stabilise la Iésion initiée.

iii) La progression : correspond a l'acquisition deppétes de multiplication non contrélée,
'acquisition de lindépendance, la perte de laféddnciation, linvasion locale et

métastatique.

Le cancer, par I'importance du nombre de personuék atteint, constitue un probleme
majeur de santé publique. Il est 'une des premieeises de mortalités dans les pays développés.
Les traitements anticancéreux incluent, suivantyfe et les degrés d'évolution du cancer, la
chirurgie, l'irradiation et la chimiothérapie. Getilerniére garde une place de choix car elle a pour

objectif de détruire les cellules cancéreuseseaatitdr les rechutes locales et métastases.

[.4. LA CHIMIOTHERAPIE ET LES AGENTS ANTICANCEREUX

Les traitements par chimiothérapie consistent @&ctey, le plus souvent par voie
intraveineuse, des agents anticancéreux. Ceuxetit ties cellules cancéreuses en agissant sur
’ADN, sur 'ARN ou sur les protéines des cellulgmyur bloquer certaines étapes de la division

cellulaire. Ces agents anticancéreux peuvent Etssé&s en trois catégories.
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1.4.1. Les antimétabolites

Les antimétabolites sont des médicaments anticamcéqui inhibent la synthése des
acides nucléiques, indispensables pour la muléipba cellulaire. Leur structure moléculaire est
voisine de celle des composés naturels que lesleslltilisent pour synthétiser les bases azotées,
précurseurs des acides nucléigues. Les antimébdiioquent le fonctionnement de certaines
enzymes qui interviennent dans le métabolisme legu Ce sont des produits de synthese, ayant
subi des modifications de structure qui en font ér@usse clé » bloquant la « serrure » de I'aétivi

cellulaire. lls sont connus et utilisés depuigtadies années 1940 et se répartissent en deurglass

v Les inhibiteurs d’enzymes indispensables au méisahel de I'acide folique (vitamine B9),
dont le chef de file est le méthotrexate (Sché®p Il inhibe la dihydrofolate-réductase et bloque
la transformation de l'acide dihydrofolique (premimétabolite de l'acide folique) en acide

tétrahydrofolique nécessaire a la synthese dessoidcléiques.

i
H,N_ N N

H
HzNYN N <
H \( H,C
N| | ;L N 69 COOH N‘ | ;L }\, é’o COOH
N” “chy” “y—c” N™ “cHy” “\N—e”
o /

/o NH ~
i H (CH),COOH 2 " |-|/ (CH,),COOH
Acide folique Méthotrexate
o
: i:’
| COOH
HsC. N_ _N o Sn—c”
\( N e [N
’ | 3\ (o) CHy H H (CH,),COOH
N & N / \ & COOH HN cH
N Cc - ~ / | | 2
o 2 S N—C__ ~
W W (CH,CO0H  H,NT N7 Oy
Raltitrexed (Tomudex®) b Pemetrexed (Alimta®)

Schéma 1.9 : Exemple de médicament anti-folique.

v' Les médicaments qui interferent avec les basegjymsiou pyrimidiques. Leur structure
chimique est semblable aux bases naturelles etasoeptées comme substrats. Ils inhibent ainsi la
biosynthése des acides nucléiques et des protémkspensables pour la division cellulaire
(Schéma 1.10).
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5-fluorouracile 6-mercaptopurine

Schéma 1.10 : Exemples de médicaments antipyrioedi antipurique.

On peut distinguer les anti-pyrimidiques, médicarmequi vont ressembler a la cytosine, a la
thymine ou a l'uracile et les anti-puriques, médieats qui vont ressembler a la guanine ou a
'adénine.

[.4.2. Les agents agissant sur les fonctions cellulaires

Les agents agissant sur les fonctions cellulaiceg sles composés qui interviennent
pendant la mitose elle-méme, quand les chromosdéukzsublés doivent migrer le long des tubules

du fuseau cellulaire, vers un des deux poles, das#paration des cellules (schéma 1.11).

Tubules
du fusean cellulaire

H .
— e ——
duplication de I'adn l Ih‘
T

mitose

Schéma .11 : Formations des tubules du fuseaulaghk lors de la mitose.

Les agents agissant sur les fonctions cellulaimpéehent la synthése des microtubules et la
formation du fuseau mitotique d’ou leur nom d’agesamtimitotiques (schéma 1.12).
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Paclitaxel (Taxol®) Docétaxel (Taxotére®)

Schéma .12 : Les agents antimitotiques.

Ces agents antimitotiques sont des alcaloidesé&tede végetaux qui peuvent étre classés en deux
catégories : les vinca-alcaloides comme la vinblasqui se lient a des sites spécifiques de la
tubuline, inhibent 'assemblage des tubulines earotiibules et le groupe des taxanes comme le
paclitaxel (plus connu sous le nom de taxol) oddeétaxel qui inhibent la division en stimulant la
polymérisation des tubulines, améliorant la foromatet la stabilité des microtubules. Ceux-ci ne

peuvent alors se dégrader, et les chromosomesuvemieplus migrer vers les pdles du noyau.

1.4.3. Les agents agissant principalement au niveau de II2N

Les agents agissant principalement au niveau deNAeuvent étre classés selon leur
mode d’action, en alkylants, intercalants, ou iitbilrs des topoisomeérases | et Il. lls agissentasur
duplication ou la transcription de 'ADN ou enc@a&ssent celui-ci (scindant).
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1.4.3.1. Les inhibiteurs de la topoisomérase | et [{

Les topoisomerases | et Il sont des enzymes inassiides pour « dénouer » I'enroulement
tres important de 'ADN avant sa transcription aa replication. On distingue deux types de

topoisomérases.

La topoisomérase de type | se fixe au niveau dBINACette derniére est coupée sur un brin pour
permettre une transcription rapide. La topoisongmaaintient les deux bras a I'abri des nucléases.
Elle permet la ligature des fragments de 'ADN et s2pare de celle-ci. Le rbéle des anti-
topoisomérase de type | est d’empécher la recatistitdu brin d’ADN apres le clivage, inhibant la

synthése correcte de 'ADN. Un exemple de ces itéibs est I'irinotécan (schéma 1.13).

Le deuxieme type de topoisomérase est la topoismeéde type Il. Celle-ci & le méme mode
d’action que la topoisomérase |, mais ici la topoigrase Il coupe 'ADN sur les deux brins. La
présence d’anti-topoisomérase Il empéche la reitotish des deux brins d’ADN, apres le clivage.
La coupure ainsi maintenue de I'’ADN interrompt {ele de la division cellulaire et conduit a sa
mort. On peut citer comme exemple d’anti-topoisaséril, le téniposide (schéma 1.13).

H,;CO OCH;4
OH
Irinotécan (Campto®) Téniposide (Vumon®)

Schéma 1.13 : Exemples d’inhibiteurs des topoiseses | et II.

Les inhibiteurs de la topoisomérase | et Il sotdtieement nouveaux, assez toxiques et leur place

réelle dans la panoplie thérapeutique n’est paeol@nt définie.

.4.3.2. Les agents intercalants

Ce sont des produits polycycligues plans, qui iehibla réplication de 'ADN en

s’intercalant entre deux paires de bases de lalelduddice d’ADN : ils provoquent ainsi des

%3, KirkiachiariamGuide de la Chimie Thérapeutiqui996 519-550.
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modifications de structure inhibant la transcriptiet la réplication de I’ADN. Il existe deux types
d’agents intercalants ; les composés tricycliquaarne I'amsacrine et les composés tétracycliques

comme les antracyclines (schéma 1.14).

CH,3
N
Pz
H CH;3
Amsacrine Antracycline: structure générale Ellipticine

Schéma .14 : Exemples d’agents intercalants.

On peut aussi inclure I'ellipticine qui par ses piétés intercalantes est un puissant cytotoxique.

Elle a également une aptitude a inhiber I'actidiééreligation de 'ADN de la topoisomérase |II.

.4.3.3. Les agents alkylants

On appelle alcoylant ou alkylant un composé capdinéroduire une ou plusieurs chaines
alkyles dans une molécule. Ce sont les substaesegllis anciennement utilisées. Capable de se
fixer a de nombreux substrats nucléophiles, (growgr#s phosphates, hydroxyles, carboxyles,
amines, sulfures, etc....). On distingue des agdhkytaats monofonctionnels, c’est a dire n'ayant
gu’'un seul lien chimique avec 'ADN, et les agealisylants bifonctionnels qui créent de véritable
pont entre différents secteurs de I’ADN, bloquamisasa réplication. Du fait de I'existence
d’enzymes de réparation de I'ADN (ligase, endoras#d, les agents alkylants monofonctionnels
peuvent, ne pas bloquer véritablement la divis@iulaire, mais au contraire, favoriser I'apparitio
d’ADN porteur de malformations, susceptibles deéié&ger en cancer chimio-induits (explication

des leucémies chimio-induites au cours des maladi¢$odgkin ou des cancers de I'ovaire).

Les agents alkylants les plus utilisés sont leosit-urées, les sels de platine et les dérivésde |

moutarde a I'azote.
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a.Les nitroso-urées

Composés alkylants bifonctionnels, les nitroso-sirée caractérisent par une réactivité
chimique trés importante, entrainant en milieu agueeutre une décomposition rapide en un
groupe chloroéthyle a fonction alkylante et un yso@ate, agissant par carbamoylation des
protéines. On distingue trois familles de nitrosées : les chloroéthyl-nitroso-urées, les nitroso-
urées ayant un radical glucidique et les nitrosgesirvectorisées. Parmi les chloroéthyl-nitroso-
urées, les plus utilisées sont la fotémustine eatenustine (schéma 1.15).

C2H50 (‘:HS ? I‘\l:O |‘\I:O
\
CZHSO/ﬁ*CH*NH*C*N*CH2CH2C| ClCHZ*CHZ*NfﬁfNH7CH2*CH2CI
O
Fotémustine Carmustine

Schéma 1.15 : Exemples de nitroso-urées.
b.Les sels de platine

Le cisplatinium ou cisplatine (schéma 1.16), udibe uniqguement par voie veineuse, est
'agent majeur de la chimiothérapie des tumeursies]

HsN, Cl
pt’
4\
H;N CI
Cisplatine

Schéma I.16 : Exemple de sels de platine.

bY

Il a une action homologue a celle des moutardeséagp en induisant des liaisons inter et

intracaténaires dans I’ADN et les ponts ADN-progsinll inhibe la réparation de 'ADN et possede
€galement une action intercalante.
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c. Les dérivés de la moutarde a l'azote

La structure des dérivés de la moutarde a l'azaste assez commune et peut étre

schématisée comme ci-dessous.

CH2‘CH2‘C|

<5

CHz'CHz'Cl

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéresses type d’'anticancéreux et nos

efforts se sont orientés vers I'élaboration de eaux agents alkylants mono et bifonctionnels.

I.5. GENERALITE SUR LES DERIVES DE LA MOUTARDE AL 'AZOTE

Le premier agent anticancéreux a été découvertdemsllement, du fait des propriétés
leucopéniantes* d’un gaz de combat : le gaz moatéschéma 1.17) échappé d’'un navire américain

en 1942, lors du bombardement de Barri.

Schéma 1.17 : Sulfure de bis(chloroéthyl) ou « mantarde » ou ypérite.

L'ypérite est d’'une part, trop toxique par ses pigtgs vesicantes* et, d’autre part, tres peu $elub
dans I'eau. On a essaye d’améliorer la moléculemplacant le soufre par de I'azote méthylé pour

obtenir la chlorméthine (schéma 1.18).
cl
H,C—N
cl
Schéma .18 : Chlorméthine.

Ce produit constitue le représentant de base @rdle des agents alkylants. La chlorméthine ou
« Moutarde a I'azote » est un médicament utilisgsda traitement de différentes formes de cancers
(cancer des poumons, des ovaires, leucémie lymehatitbnique, et plus spécialement la maladie

de Hodgkin). Cette molécule modifie la structurd’d®N empéchant ainsi la division cellulaire.
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[.5.1. Mécanisme d’action dans I'organisme

La chlorméthine est stable a pH acide, mais sHesgt plus élevé, le substrat apparait dans
'organisme sous sa forme basique neutre. Sous ¢etine, le produit subit une réaction de
substitution nucléophile intramoléculaire qui alow@t un composé cyclisé cationique. Cette

structure est appelée éthylene-imonium :
cl

+ [
H3C—N}\) —_— H3C—N 3 |9|

cl Cl

C’est cette forme qui représente le véritable mtatiaire actif. Ce dernier s’est avéré extrémement
réactif vis-a-vis de toute une série de centredéopbiles (Nu). Il y a réouverture du cycle et

fixation du centre nucléophile :
Nu
HyC—N_ JICI + Nu ——» HC—N
cl Cl
Le résultat de cet ensemble de réaction est d’'abautremplacement du chlore par une série de

substrats a propriétés nucléophiles (-SH, -OH, =NM Il est intéressant de noter que cette réaction

peut se poursuivre avec la deuxieme chaine :

Nu Nu
+ —
cl Nu Nu

On peut donc greffer deux chaines alkyles sur dmuntres nucléophiles, qui sont a l'origine de

cette dénomination d’agents alkylants.

En milieu biologique I'alkylation intervient ess@itement au moment de la réplication de
'ADN, quand les deux brins sont séparés et exposamsi les sites nucléophiles a l'action
alkylante. De la sorte les deux groupements alltglgreuvent réagir, avec par exemple I'azote en
position 7 de deux guanines des deux brins dedenehd’ADN, ce qui revient a rattacher les deux
brins de I'ADN en formant un pont intercaténairepnp@&chant de la sorte que ceux-ci ne se

désenroulent lors de la transcription ou de laicapbn (schéma 1.19).

3L. P GrahamChimie pharmaceutiqu€003 128-132.
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Schéma 1.19 : Alkylation de 'ADN par la chlormétéi

L’'agent alkylant peut aussi se fixer sur 'ADN airer des ponts intracaténaires entre, par
exemple, deux guanines adjacentes sur le mémeal®iDN. Une telle fixation revient & masquer
cette partie de I'ADN, et donc empécher I'accésates/mes indispensables au bon fonctionnement
de 'ADN (schéma 1.20).

Schéma .20 : Autre alternative d’alkylation deMN par la chlorméthine.

Cependant, ce produit en plus de son action vésiedrde sa toxicité élevée pour la moelle osseuse

conduit & une alkylation qui n'a rien de spécifigt effet sa forme éthyléne imonium attaque

toute une série de cellules. Elle se fixe sur leggmes plasmatiques, sur les éléments figurés du

sang, et diffuse dans les tissus sains. Finalerary, a qu’une infime fraction qui arrive au tiss

cancéreux, pour y réaliser l'alkylation recherch@&est pourquoi les scientifiques ont orientésdeur
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recherches vers des dérivés dénués d’action vésiedrpossédants une spécificité d’action aussi

développée que possible vis-a-vis des celluleséranses.

.5.2. Le chlorambucil

Dans les années 50, Ross et ¢aht synthétisé un analogue arylé de la chlorméthin
I'acide 4-[4-bis(2-chloroéthyl)aminophényl]butyriguappelé couramment chlorambucil (CLB) en

greffant le groupe actif bigg{chloroéthyl)amine sur un support aromatique.

cl
N —@—CHZCHZCHZCOOH
cl

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

Dans ce cas le noyau aromatique aura tendanceranemtdans son systéme de résonance les
atomes présentant des doublets. Par conséquatdubdet de I'azote devient de moins en moins
disponible pour le phénomeéne de cyclisation (retréotans la chlorméthine). On diminue, donc la
vitesse de formation de I'ion éthyléne-imonium,que entraine une diminution de la réactivité du
produit. Ceci se traduit par un meilleur effet phacologique car l'effet peut s’exercer a plus
longue distance et est plus sir. Connors et’colit démontré que le métabolite majeur du

chlorambucil était issu d’ungoxydation de la chaine butyrique (schéma 1.21).

“J. L. Everett, J. J. Roberts, W. C. Ras§hem.So¢1953 2386-2392.
°A. McLean, D. Newell, G. Baker, T. ConnoBipchem.Pharmacoll98Q 29 (14), 2039-2047.
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HOOC—(CH 2)3@ N[(CH2).Cl], CLB

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

HOOC—CH ZO N[(CH2),CIl» acide moutarde phénylacétique
PAM

Schéma .21 : Voie de métabolisation du CLB.

Ces auteurs ont démontré que l'acide moutarde pd&dtique (PAM) possede une forte activité
antitumorale mais présente une haute toxicité vissades tissus sains. C'est pour cela que de

nombreux analogues ont déja été synthétisés ddms e diminuer la toxicité de ce métabolite.
[.5.3. Rétrospectives des analogues du chlorambucil

Afin de diminuer la toxicité du métabolite du cldarbucil, les recherches se sont

principalement axées sur deux facteurs :

Une modification de la chaine butyrique pour rentie-oxydation impossible une fois le
chlorambucil assimilé par I'organisme. Ceci esttepossible en substituant le carbone en position

B de la chaine alkyle et ce par exemple par un gmmept fluoré comme I'on fait Tatlow et cdii’.
le
ROOC—CHZ—CH—CHZON((CH2)2C|)2
R=H ou Et, R=CF; ou CHR

Cela est également possible en augmentant la sjit&cifes analogues pour les cellules cancéreuses

en greffant sur le chlorambucil un groupement gliggie.

®J. C. Tatlow, M. Markou, P. L. Codournal of Fluorine Chemistry1998 89 (2), 183-188.
’J. C. Tatlow, M. Markou, P. L. Codournal of Fluorine Chemistry1997, 84 (2), 113-118.
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[.6. FINALITE DU TRAVAIL

Par analogie a la structure des agents alkylamist ggécédemment et en tenant compte du
fait que des composés du type chloroéthyle nuadéogirésentent une activité antivirale
significative, nous proposons, dans le cadre dgrmarame d’élaboration de nucléosides modifiés
abordé dans notre laboratoire, la synthése d’agdkigants mono et bifonctionnels en utilisant
dans un premier temps les nucléosides comme sygittdépart et nous avons choisi la thymidine
et 'uridine (schéma 1.22).

Hcfm e

1: R=CH;, R'=H HO

2:R=H,R'=0OH
Schéma 1.22 : Nucléosides et dinucléosides modgliiésint une ou deux chaines chloroéthyle.

Dans un deuxieme temps, nos efforts se sont osiergés I'élaboration d’'une nouvelle
famille d’agents alkylants bifonctionnels en utilid deux bases pyrimidiques, la thymine et
l'uracile, comme substrat de départ. Le groupe(fishloroéthyl)amine sera fixé a la base d'une
part par I'intermédiaire d’une fonction acétamided®utre part il sera directement greffé sur la
position 4 (schéma 1.23).
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o cl cl o
R NN~
o N—CH,—C—N N~ N CH—C_
— \_\ /_/ — OH
R cl cl H,C
16: R = CH,
19:R=H

Schéma 1.23 ; Nouvelle famille d’agents alkylants.

Les méthodes utilisées au cours de ces synthésesi®en ceuvre a chaque fois que cela
était justifié une activation par irradiation mievades afin de réduire sensiblement le temps de

réaction et d’'améliorer les régiosélectivités.

L’activité anticancéreuse de certains de ces coéwas été évaluée sur des lignées
cancéreuses au Laboratoire d’Oncologie Cellulditda@éculaire de I'Université Paris Xlll, dirigé
par le Professeur Michel Kraemer
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. SYNTHESE D'AGENTS ALKYLANTS A PARTIR DE NUCLEOSIDES ET DE
DINUCLEOSIDES

Comme nous l'avons indiqué a la fin du chapitreduént la premiere étape de ce travail

bY

est la synthése d'agents alkylants a partir deépsitles et de dinucléosides en utilisant

principalement l'irradiation micro-ondes comme matkectivation.

[I.1. SYNTHESE D'ANALOGUES DE NUCLEOSIDES MONOFONCTIONNELS

Différents auteufs ont montré qu'un analogue de nucléoside portané ehaine
chloroéthyle, en position 5, la 5-(2-chloroéthybd2soxyuridine (CEDU) (schéma II.1) présente
une activité antivirale vis a vis de I'herpes. @enposé entraine des mutations dans I'appariement
des bases G/C et A/T.

cl o
|
HO

OH

Schéma Il.1 : Structure de la 5-(2-chloroéthyl)e&soxyuridine (CEDU).

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéreasés synthése d’analogues de
nucléosides chloroalkylés de ce type, en fixamwhiaine chloroéthyle en position 3 de la thymidine

et de I'uridin€ (schéma 11.2).

8a) F. Staedtler, W. Suter, H-J. Martus, Mutatiosdech, Fundamental and Molecular Mechanisms oéyartesis,
2004,568(2), 211-220. b) W. Suter, U. Plappert-HelbigGfwienke, F. Poetter-Locher, F. Staedtler, R. RacH-J.
Martus, Mutation Research, Fundamental and Moleddchanisms of Mutagenesiz04 568 (2), 195-209. c¢) E. De
Clercq, B. Rosenwirth, Antimicrobial Agents and Giatherapy,1985 28 (2), 246-251.

°L. Colombeau, K. Teste, A. Hadj-Bouazza, V. Chal&xZerrouki, M. Kraemer, O. Saint-Catherine, Nusides,
Nucleotides and Nucleic Acid&008 27 (2), 110-120.
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HO

OH OH OH

Schéma 11.2 : Analogues de nucléosides portantcha@éne chloroéthyle.

[I.1.1.  Chloroalkylation de la thymidine

La thymidine étant commerciale, elle est directenagkylée dans le DMF, en présence de
carbonate de potassium (5 éq.) et de 1,2-dichloanét en excés (10 éq.). Aprés deux heures de

réaction a 80°C, l'analyse par CCM montre la foromatle deux produits (schéma 11.3).

H,C |
| NH
\ /Lo CICH,CH,CI, K,CO,4

HO
o

DMF, 80°C

OH OH

Schéma 11.3 : Alkylation de la thymidine.

Apres purification, l'analyse structurale des demmnposés montre que l'un résulte de la N-
chloroalkylation attendu (40%) et que le secdhdésulte de la réaction de la thymidine sur la N-
chloroéthylthymidine, formant ainsi un dimere (32)5 Afin d’optimiser la sélectivité et donc de
diminuer la quantité de dimere formé nous avonis@dta réaction par irradiation micro-ondes. Une
mise au point de la réaction a été réalisée enattutinfluence du dérivé halogéné ainsi que celle
du temps de réaction. Les résultats les plus siguifis sont rassemblés dans le Tableau I1.1.
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Tableau 1.1 : Différents résultats de l'alkylatide la thymidine.

Essai Activation XCH,CH X (ég.) Temps (min) 1 (%) 1’ (%)
1 A (80°C) CICHCH,CI (10) 120 40 52,5
2 1.0 (80°C, 100 W)  CICECH,CI (10) 8 51 35,5
3 p.0 (80°C, 100 W) BrCKCH,CI (10) 4 78 18
4 1.0 (80°C, 100 W)  BrChCH,CI (20) 3 90 6

A = chauffage classique, (.0 = micro-ondes

Les essais 1 et 2 montrent que I'activation miandes mene a une Iégere augmentation du
rendement en produit désite celui-ci passant de 40 a 51%. La quantité de dinigrmée reste
cependant tres importante (35,5%). Bien que lagtam de N-chloroéthylthymidine augmente et
gue le temps de réaction diminue (8 min), le reretgnen monomere reste néanmoins modére. La
variation du dérivé dihalogéné (essai 3) permetneaite amélioration du rendement en compgsé
celui-ci passe de 51% a 78% en seulement 4 minkdetvation. La quantité de dimere étant dans
ce cas plus faible mais encore non négligeable Y1B&meilleur résultat est obtenu en utilisant 20
equivalents de 1-bromo-2-chloroéthane (essai 4)e#\@ minutes d’activation, on isole 90% de
chloroéthylthymidine et seulement 6% du dimere di(#rymidin-3-yl)éthane. L’augmentation du

temps de réaction et de la puissance n'a pas dimngilleurs résultats.

L’analyse du spectre RMN du proton du compdsénontre la fixation de la chaine
chloroéthyle en position 3 de la thymidine parikgpdrition du proton H-3 (NH) et la présence d’un
triplet élargi & 4,14 ppm avec une constante delege de 6,9 Hz correspondant aux protons H-
et d'un triplet élargi a 3,74 ppm avec une constaig couplage de 6,9 Hz correspondant aux
protons HB. La structure est confirmée par spectrométrie @dessa par la présence des pics
moléculaires (M+H) m/z 305 et m/z 307 et (M+N§f m/z 322 et m/z 324, qui est la conséquence
de la présence de deux isotopes de I'atome deechler spectre RMN du proton du compdsé
montre la présence de deux unités nucléosidiquiés m@ar une chaine éthyle, structure confirmée

par la présence en spectrométrie de masse d’'uanpiz511.
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[1.1.2.  Chloroalkylation de I'uridine

Pour réaliser la chloroalkylation de I'uridine, oavons utilisé les meilleures conditions
d’alkylation misent au point précédemment sur lartidine. L'uridine est mise en solution dans le
DMF en présence de 5 équivalents de carbonate @ssiom et 20 équivalents de 1-bromo-2-

chloroéthane (schéma 11.4).

i || |°|
P N f
‘o N/go BrCH,CH,CI, K,C0; . )\ o/ \
o o
.0 (100 W, 80°C, 3 min.)
OH OH OH OH OH OH OH HO

2 2'
Schéma 1.4 : Alkylation de Il'uridine.
La réaction est suivie par CCM et arrétée dés Hafipn du dimere, aprés 3 minutes d’irradiation
micro-ondes (80 °C, 100 W). Le proddiest obtenu apres purification avec un rendemef0é&,
le dimere2’ avec un rendement de 5%. Ces résultats sont cabipara ceux obtenu avec la
thymidine, montrant ainsi que la variation de latipaglucidique n’influe pas sur la N-alkylation de

la base pyrimidique.

L'analyse du spectre RMNRH du compos& montre la présence de la chaine chloroéthyle par
'apparition d’'un triplet élargi a 4,25 ppm aveceuconstante de couplage de 6,8 Hz correspondant
aux protons Hx et d’'un triplet élargi a 3,72 ppm avec une corstase couplage de 6,8 Hz
correspondant aux protonsfHia présence des pics moléculaires (M+#)z 307 et m/z 309 et de
(M+NH4)" m/z 324 et m/z 326 en spectrométrie de massernomfiette structure.

Parallelement a I'étude de la synthese d’agentglaalis monofonctionnels, nous nous

sommes intéressés a des agents bifonctionnelautsuggpartir de nucléosides.

[1.2. SYNTHESE D’ ANALOGUES DE DINUCLEOSIDES CHLOROALKYLES

Nous avons réalisé la synthése des analogues declétisides chloroalkylés. La
préparation des agents bifonctionnels commencimamthese de dinucléosides et est suivie par la

fixation des chaines chloroéthyles (schéma 11.5).
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Schéma I1.5 : Analogues de dinucléosides chlordédky

[1.2.1. Mise au point bibliographique

Les analogues de dinucléosides sont des interméslide synthése lors de la préparation
d’analogues d’oligonucléotides utilisés dans la rdp antisens et triple hélice. Les
oligonucléotides classiques traversent avec difficles membranes cellulaires, car se sont des
polyanions hydrophiles du fait de leurs liaisonteinucléosidiques phosphodiesters. De plus ces
oligonucléotides sont rapidement dégraithégivo par des exonucléases, enzymes qui dégradent les
oligonucléotides de I'extrémité 3’ vers I'extrémife. Enfin, ils sont rapidement éliminés de la
circulation par filtration rénale. C’est pourquafin d’augmenter la résistance de ces liaisonswvis-
vis de ces enzymes, des modifications de la liaisdernucléosidiqgue phosphodiester ont été
réalisés. Par exemple, en remplacant 'atome d'emggoortant la charge négative par un atome de
soufré®, pour mener & des phosphorothionates. On peuit suisstituer la liaison phosphodiester
par une liaison amid& pour donner des acides nucléiques polyamides mmore la liaison
internucléosidique peut étre remplacée par uneneh@iésentant une double liaisgrobtenue par

la réaction de Wittig, (schéma I1.6).

v, T. Ravikumar, D. C. Capaldi, W. F. Lima, E. bés B. Turney, D. L. ColeBioorg.Med.Chem2003 11 (21),
4673-4679.

1 3) A. De Mesmaeker, R.[Her, P. Martin, H. E. MoseAcc.Chem.Res1995 28 (9), 366-374. b) P. M. J. Jung, R.
Beaudegnies, A. De Mesmaeker, S. Wendebetrahedron Lett 2003 44 (2), 293-297.

125, Wenderborn, R. M. Wolf, A. De MesmaeKgetrahedron Let}.1995 36 (38), 6879-6882.
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o=
\ _s
0N
o) B /N B

Phosphorothionate Acide nucléique polyamide (PNA) Liaison internucléosidique

insaturée

Schéma I1.6 : Exemple d'oligonucléotides modifiésieveau de la jonction 3'-5'.

Dans la thérapie antiséfisun oligonucléotide spécifique du géne ou de 'ABA lie & I'ARN.
Dans certains cas, l'agent de liaison peut étreribnzyme, molécule d’ARN catalytique,
spécifiquement congu pour couper 'ARN transcritia@t a la thérapie triple héliéeelle repose
sur I'addition d’un oligonucléotide pour former utmgple hélice au niveau de ’ADN double brin du
gene afin d’inhiber la transcription du géne. Dénsas de cette derniere thérapie, il existe des
oligonucléotides portant des ponts inverseurs. Lentpinverseur permet a la chaine
d’'oligonucléotide de traverser le grand sillon dedouble hélice efficacement, sans causer de

distorsions importantes a la structure de la triy@iice, comme on peut le voir sur le schéma 11.7.

Séquence
cihle 42
/ donmines
Turgues
adjacents sur

des brins
diffe ents

OFQAOAA40A440QFEEEEQFF FO0 O
a0 QFFEFQEEEDoAd4dd4d0 4400w

Schéma I1.7: Triple hélice « sautant » d’'un brirrigue a I'autre.

13 M. Kumar, G. G. Carmichaelicrobiol.Mol.Biol.Rev, 1998 62 (4), 1415-1434.
143, Buchini, C. J. Leuman@urrent Opinion in Chemical Biologg003 7 (6), 717-726.
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L'oligonucléotide doit avoir une jonction introdaist une inversion de polarité appropriée (3'-3’ ou
5'-5") ce qui assure aux deux extrémités 3’ et’dfiéntation exigée. Parmi les ponts inverseurs
décrits, nous pouvons citer par exemple, le dirngitte 3-3’ relié par une chaine carbonée

insaturé® synthétisé dans notre laboratoire et le dinuctiosi-5' relié par un phosphoramife

o)
B B Il Th
HO HO Thy o y
—pP—0
o o o | o
NH,
OH OH

Pont inverseur 3'-3' formé par une Pont inverseur 5-5' formé par un
chaine carbonée insaturée phosphoramide

(schéma 11.8).

Schéma 11.8 : Exemples de ponts inverseurs 3'23,.5

Les dinucléosides 3'-3’ ou 5’-5’ permettent donkotigonucléotide de sauter d’'un brin a l'autre de
I’ADN, nous avons choisi, dans le cadre de ce itagta synthétiser des dinucléosides 3’-3’ et 5’-5’
chloroalkylés. Ces dinucléosides sont reliés paralaine but-2-ene (schéma 11.9). lIs ont été desté
comme agents alkylants bifonctionnels. Les deuxngsaalkylantes pouvant se fixer sur les deux
brins de I'ADN. Nous avons choisi la réaction detatigese des oléfines pour relier les deux

nucléosides.

o cl o cl o
HschN/——/ HyC \(lLN/—/ k‘ j
HO | N/L\o HO | A HO
ko\l ol ° o cl
o /S~ H3c\fJ\N/_J
|
Vv o LA,

1S

HO

7 13

Schéma 11.9 : Analogues de dinucléosides chlordédikxeliés par une chaine hydrocarbonée insaturée.

15N. Batoux, R. Benhaddou-Zerrouki, P. BressolierGRanet, G. Laumont, A-M. Aubertin, P. Krauetrahedron
Lett, 2001, 42 (8), 1491-1493.
183, TomaszNucleosides & Nucleotide$983 2 (1), 51-61.
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[1.2.2. Généralité sur la réaction de métathese des oléfime

La réaction de métathése, d’'une maniere génératesiste a faire réagir I'une sur l'autre,
deux molécules d’alcénes pour former deux nouvetiefcules d’alcénes résultant de I'échange
des groupements alkylidenes substituant les aldeiteaix (schéma 11.10). Les catalyseurs utilisés
pour cette transformation sont des complexes dauréie transition. La réaction de métathése
permet d’accéder a une grande variété de molémdaturées.

: R
R R' R SN
catalyseur
|+ | - +

Schéma 11.10 : Représentation simplifiée de la thé&e des alcénes.

Sous le terme métathése, on dénombre en fait yoes tde réaction (schéma 11.11).

ROM
+ xR »
= X R
CH

ADMet
CH=—CH, 7~CH;
CcM™

O )y o

R \R+ CH=CH,

Schéma I1.11 : Les différentes possibilités de théte.

v' La métathése par fermeture de cycle « RCM » (Rilugifly metathesis) permet d'obtenir

des cycles de tailles variées.

v' La métathése des diénes acycligues « ADMet » (fciiene Metathesis) conduit a des
polymeéres insaturés.

v’ La métathése par ouverture de cycle « ROM » (RDmening Metathesis) permet
l'ouverture de cycles insaturés.

v La métathése de polymérisation par ouverture ddecycROMP » (Ring Opening
Metathesis Polymerisation) permet de former degmetes insaturés a partir de monomeres
cycliques insaturés.

31



v’ La métathése croisée « CM » (Cross Metathesis) uibrad I'échange des groupements
alkylidénes portés par les alcénes identiqgues stindis, donnant naissance a deux nouvelles

molécules.

En 1971 Hérisson et Chauvinont proposé, pour les systémes existants a I'épagu
mécanisme de cette réaction basé sur le postulat intermédiaire métallocyclobutane se forme
par alternance de cycloaddition [2+2] et de cyalersion a partir d'un métallocarbéne (schéma
11.12).

R' R’
E&‘! R' R' R' R
+ - \‘ _— W
il | |
Ml =\ . [M] R
R
R R
+ \_Fl
- R R
\ﬂ

Schéma 11.12 : Mécanisme de la réaction de métattés alcénes proposé par Hérisson et Chauvin.

Depuis les années 80, la mise au point de nouveaayseurs plus tolérants vis-a-vis de

groupements fonctionnels a relancé l'intérét partétte réaction.
[1.2.2.1. Les catalyseurs de métathese les plus récents

Les progrés les plus significatifs ont été réalipdés la synthese des catalyseurs au
ruthénium développés par Grubbs et coket ceux au molybdéne étudiés par Schrock et'toll.
Nous nous sommes intéresseés plus particulierementatalyseurs au ruthénium car ils montrent

une bonne tolérance aux fonctions oxygénées (attiglvgtone, alcool ou ester).
a. Les catalyseurs de Grubbs de premiéere génération

Le premier catalyseur au ruthénium synthétiséeegiphénylphosphine-3,3-diphénylprop-

2-ényl-1-ylidenedichlororuthéniurA obtenu par ouverture du cycle d'un 3,3-diphénybpropéne

3) J. L. Hérisson, Y. ChauviMakromol.Chem.1971, 141, 161-176. b) J. P. Soufflet, D. Commereuc, Y. Gitau
C.R. Acad.Sci.Parjd973 276, 169-171.

1835, T. Nguyen, L. K. Johnson, R. H. GrubbsAm.Chem.S0c1992 114 (10), 3974-3975.

%) G. C. Bazan, J. H. Oskam, H. N. Cho, L. Y. PRkR. Schrock).Am.Chem.S0c1991, 112, 6899-6907. b) R. R.
Schrock,Top.Organomet.Cheril998,1,1.
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par un précurseur phosphine ruthénium. Son d@&ieét obtenu par le remplacement des groupes

triphénylphosphines par des tricyclohexylphospHthgshéma 11.13).

H Ph H Ph
Pph \\ // PCy; \\ //
’p 3 c——C cl ‘ c——C
CI’/’/,"’.Ru:C/ ERU C/ Ph
a” ’ \ Ph cl | \H
Pph, H PCy;
A B

Schéma 11.13: Catalyseur au ruthénium.

Ces deux catalyseurs présentent une activitértrgsriante aussi bien en ROMP gu’en RCM, mais
ils restent relativement peu performants au niv@adinitiation de la réaction. Pour améliorer ce
paramétre, Grubbs et céfiont remplacé le groupement diphénylvinyle carhgareun groupement
benzylidene. lls ont ainsi obtenu entre autres itricyclohexylphosphine)dichlororuthénium
benzylideneC (schéma 11.14) qui s’est révélé étre un catalysieuchoix, tres stable, trés réactif et

trés tolérant aux fonctions hétéroatomiques.

PCy,
cl, | H
““Ru——C
e |
PCy, Ph
c

Schéma 11.14: Catalyseur de Grubbs I.

Ce catalyseur (usuellement appelé Grubladlvert la voie a un trés vaste éventail de r@aacte
métathése&?> y compris sur les oléfines fonctionnaliséesetait fastidieux d’énumérer toutes les
synthéses réalisées avec ce catalyseur en raismordbre trés important de travaux publiés au

cours de ces dernieres années.
b. Les catalyseurs de Grubbs de deuxiéme génération

Dans le but d'améliorer les performances des caalg de métathése, de nombreux autres
complexes du ruthénium ont été proposés ces desn@meées. Parmi les catalyseurs développés,

ceux dérivant du catalyseur de Grubbs, dont ungdaspes tricyclohexylphosphines est remplacé

25 -B T. Nguyen, R. H. Grubbs, J. W. ZilldtAm.Chem.S0c1993 115, 9858-9859.

Zp Schwab, R. H. Grubbs, J. W. ZilldrAm.Chem.Soc1996 118 (1), 100-108.

ZA. Furstner Angew.Chem.Int.Eg200Q 39 (7), 1234-1239.

% pour revue voir K. C. Nicolaou, P. G. Bulger, @righ,Angew. Chem. Int. EQ2005 44, 4490-4527.
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par un ligand hétérocyclique azoté insatl® ou saturéE®® (schéma I1.15) se sont révélés
extrémement réactifs méme vis-a-vis de substraisnguréagissaient pas avec les catalyseurs
habituels au ruthénium. Ces nouveaux catalysBues E permettent d'effectuer des réactions de
meétathese sur des oléfines électro-déficientesmnmoient en position d'une fonction carbonyle ou

carboxyle.

Ru— ) Ru—
o 'Ph a” Ph

PCy; PCy;

D E Grubbs Ii

Schéma 11.15 : Catalyseurs de deuxiéme génératlmssa de ruthénium.

11.2.2.2. Mécanisme de la métathese

La réaction de métathese des oléfines est un musasversible. Le gain d'entropie doit
fournir un entrainement suffisant pour la réactiedme si la variation d'enthalpie est fafBle&'est
en se basant sur l'idée du mécanisme métallocapproposé par Chauvin et cSlique Grubbs
et coll?’ ont élaboré les catalyseukset B dans le but d'avoir des carbénes stables. Cesrauwist
réalisé une étude trés compléte pour mettre enegodl les différentes étapes de ce processus

complexe ainsi que l'influence du ligand sur I\dtdi catalytique du catalyseér (schéma 11.16).

PR,
X”’/, |
“Ru
x | K<Ph X =F, Cl, Br, |
PR, Ph R= PCys, PiPrs, PCy,Ph, PiPr,Ph

Schéma 11.16 : Dérivés du catalyser

En 1998, Grubbs et coll. ont reporté une étude nigtique de la métathése des alcénes
terminaux?® Ils ont étudié les intermédiaires réactionnelr dfexpliquer la différence de réactivité
observée entre les alcenes encombrés et entisoleglie etE des alcénes internes. En effet, une
oléfine encombrée ou une oléfine interne de condion E réagiront moins vite. La premiere

constatation effectuée est que le catalygeifschéma 11.13) n'est actif que pour les réactioms d

%A Firstner, O. R. Thiel, L. Ackermann, H. J. Scha®. P. Nolan).Org.Chem.200Q 65 (7), 2204-2207.
M. Scholl, S. Ding, C. W. Lee, R. H. Grublgg.Lett, 1999 1 (6), 953-956.

%A, Firstner, K. Langemand,Org.Chem.1996 61 (12), 3942-3943.

?’E. L. Dias, S.-B. T. Nguyen, R. H. GrubbdsAm.Chem.Sac1997, 119(17), 3887-3897.

M. Ulman, R. H. GrubbsQrganometallics1998 17 (12), 2484-2489.
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ROMP de grandes chaines. Le remplacement des grdtpbénylphosphines par des groupes
tricyclohexylphosphines ou tiso-propylphosphines plus encombrants, a permis diédtactivité
de ce catalyseur a des cycles plus courts et aixesd acycliques. Le catalyseur au ruthénium de
premiere génération qui présente l'initiation lasptapide pour les réactions de ROMP, RCM et
ADMet, est le catalyseu€ (schéma 11.14). Le mécanisme proposé par Grublolet pour la

métathése d'alcénes terminaux est représente scindena 11.17.

Départ de la réaction

/
Q’ap «l
Q’ap ol & ) ¢
. (F‘zu— A b a— Ru CH
%y% d PCys R \

initiation

régénératior
du catalyseu

oo Ok o R
i s Cl—Ru=CH
' ~/
oo Q/sF\’ al
Y PCys C—RU=CH; — =
A PCy
d)/: /R R/i \g\ H,C=CH, /C__)\ ’
7\/ S
¢
lel‘3 gel q/al\j EI _R
1 ,RU=CH, leﬁ*“* 2
cl POYs PCys
;o
R ra o
K O a R
Cl—Ru=CH

Produit de FOYs

métathéssKR 7\R

Schéma 11.17 : Mécanisme de la réaction de métatés oléfines terminales.

Déroulement
de la réaction

On peut distinguer deux cycles dans ce mécanismeycle, dit non productif, au cours
duquel la métathese est initiée et/ou le catalységénéré, le deuxieme, dit productif, permet
d'obtenir le produit souhaité et passe par l'inésliaire d'un ruthénium méthylidedelLe complexe
1 est en fait I'espéce réactive dans le cas d'ac&nminaux, c'est de sa stabilité et de sa rétctiv
dont dépendra la réaction de métathése. De la ib@ukecC, ou plus généralement du catalyseur, a

fixer l'oléfine de départ, dépendra I'étape datidin.
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[1.2.2.3. Exemples d'application de la métathese en chimierfe

Les applications de la métathése en chimie fing¢ satrémement nombreus&sNous
nous sommes intéressés a l'utilisation de ce systatalytique en chimie des produits naturels

avec une référence particuliere a la chimie desidgs.

Le volume des travaux publiés sur les RCM, les R&@Neurs combinaisons, a largement
surpassé ceux concernant la CM. Actuellement, lmiehdes dérivés glucidiques utilise la
meétathese croisée pour la formation de liaisonarakcarbone intermoléculaire. La fonction alcéne
est le plus souvent portée par un groupement fixgosition anomeérique du glucide. Ce sucre peut
étre sous la forme de pyranose ou furanose. Legijuin de la CM en synthése organique pose le
probleme, de sélectivité et de configuratibou E des produits obtenus. En effet lorsqu'on réalise
cette réaction avec deux oléfines terminales difftgs, la CM conduit a trois produits, le prodeit d
réaction des deux oléfines différentes attenduess muassi les produits d’homodimérisation des

deux substrats oléfiniques (schéma 11.18).

R' R R'
| - - -
o ) — N R‘/—_ catalyseur /_§( .\ /_66( . /_g
R | R R' |

Hétérodimere Homodimeres

Schéma 11.18 : Produits obtenus par CM de deuxraéfdifférentes.

Cependant, la réaction de deux oléfines identigliragnue le nombre des produits formés : il n'y a
plus que les produits Z et E, la réaction seralégself-métathése (SMyduhomodimérisation

La modification des produits naturels par cetteev@@mble intéressante, cependant elle a
ete peu appliquée dans le domaine des analoguesiali€osides. La littérature montre que les
fonctions azotées ont des influences variableslesiréactions de métathése. En effet Roy et
coll.*%nt mis en évidence dans leurs travaux le faitlgseendements de la SM d'un glucide O-Ac
et de son homologue NH-Ac diminuent de 92% a 66%&i:a 11.19).

297, J. Vernall, A. D. Abell Aldrimica Acta, 2003 36 (3), 93-105.
*R. Roy, S. K. Daszhem.Commun200Q (7), 519-529.
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OAc OAc

Y 0 catalyseur C, CHCI,

AcO AcO
X X

O\/\ O\/j

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

Schéma 11.19 : Variation du rendement de la SM atesans fonction amine sur le sucre.

Kirschning et colf* ont également montré l'influence de la présenmeedfonction alcool
portée par le sucre. En effet, la réalisation dedétion deself-métathéssur un sucre portant un
groupe hydroxyle et celle réalisée sur le mémeesapréeés protection de ce groupe par acétylation,

conduit a une importante variation du rendementyj-cé passe de 47% a 74% (schéma 11.20).

g - ~ _
o N\

catalyseur C, CLCl,

Me (6]

NHACc R=H Rdt=47%

R=Ac Rdt = 74% or NHAc

Schéma 11.20 : Influence d'une fonction hydroxyiele rendement.

Il apparait ainsi, suivant les auteurs et surtaiNast les substrats de départ utilisés, une grande
disparité des produits obtenus dans les réactiensnétathése des composés comportant des
fonctions azotée¥ Ce qu'il faut retenir d'une maniére générale,t djesl faut impérativement,

dans le domaine des analogues de nucléosidesgeraténs un premier temps les fonctions amides

primaires et les fonctions alcool primaire avamff#ctuer la réaction de métathese.

3IA. Kirschning, G. W. CherTetrahedron Letf.1999 40 (25), 4665-4668.
%A, J. Phillips, A. D. Abell Aldrichimica Acta, 1999 32 (3), 75-88.
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11.2.3. Synthése de dinucléosides chloroalkylés reliés pane chaine but-2-éne
entre les positions 3’

Comme nous l'avons indiqué précedemment, l'objeldifce travail est la synthese de
dinucléosides reliés par les positions 3’ ou 5't@or des groupements chloroéthyles en position 3

de la base. Nous commencerons par décrire la sgthedimere 3'-37J.
[1.2.3.1. Stratégie de synthése du dinucléoside 3’-3’

La stratégie adoptée pour la synthese du dinuclé@sest représentée sur le schéma 11.21.
La premiere étape consiste a protéger sélectivetagmsition 5' de la thymidine. Le compddé
ainsi obtenu est allylé en position 3' pour donleecomposé&t. On réalise alors, a partir de ce
substrat la réaction de métathése pour obtenorgosés. La chloroalkylation de celui-ci, suivi de

la déprotection des positions 5’ conduit a I'agdiatkylant.

o o e

0
HyC H,C HyC H,C HC
‘ NH /&
Ho TBDMSO TBDMSO TBDMSO 0 TBDMSO
o B — e B ——— B \’
o

5

i Tk b Ikx fi fi

—@ —I/o \I TBDMSO—Q 0 Tsnmsob

Schéma 11.21 : Stratégie de synthése du dinuclé®i@' chloroalkylé.

[1.2.3.2. Les différentes étapes
a. Synthese de la 3’-O-allyl-5'-O-tert-butyldiméthylgilthymidine

La synthese de la 3-allyl-5'-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine4 nécessite deux étapes
(schéma 11.22). Tout d'abord la protection sélectide I'alcool primaire, puis l'allylation de la
position 3'.
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H,C
H,C 3 NH
TBDMSCI X N o
TBDMSO N lo] 1)THF, NaH, p.o TBDMSO
HO o N O  owap o (200 W, 40°C, 2 min) 0o
pyridine, T.A. 2) Bromure d'allyle, p.o
(200 W, 40°C, 6 min)
OH OH 0
MN% 99 % o
p
¥
3 4

Schéma 11.22 : Schéma synthétique de la 3’-O-allD-tert-butyldiméthylsilylthymidine.

La protection de la position 5' est effectuée otmssment par lintroduction d'un
groupement encombrant trityfeou silyle* sur le carbone primaire de la partie glucidiquan®
notre cas, nous avons choisi le groupentertbutyldiméthylsilyle (TBDMS). La réaction est
laissée 12 heures a température ambiante, en pedsenl,1 équivalents de TBDMSCI et d'une
guantité catalytique de DMAP, dans la pyridine aitky Le composé silyl8 est obtenu, apres

purification, avec un rendement de 91%.

L'analyse RMN du proton montre la présence du ggmgnt TBDMS par l'apparition & 0,92 ppm
d'un singulet intégrant pour 9 protons correspohdangroupementert-butyle et & 0,11 ppm un

singulet intégrant pour 6 protons correspondantgrarpements meéthyles.

La réaction d'allylation sélective en position 3t eéalisée selon la méthode de
Chattopadhyaya et coff.en activant le systéme par irradiation micro-orfde®n procéde tout
d'abord a la dissolution du composé silglélans le THF puis on ajoute I'hydrure de sodium en
exces (2,5 éq.). Aprés 2 minutes d'activation padiation micro-ondes, le bromure dallyle (2,5
€g.) est ajoute et la réaction, mene au bout dan6tes d’irradiation au composé attentjlavec un

rendement quasi-quantitatif.

3M. Smith, D. H. Rammler, D. H. Goldberg, H. G. Kaoa,J.Am.Chem.Socl1962 84 (3), 430-440.

34a) E. J. Corey, A. VenkateswarllAm.Chem.Socl1972 94 (17), 6190-6191. b) S.Hanessian, P.Lavallee,
Can.J.Chem.1975 53 (19), 2975-2977.

%3) J. C. Wu, Z. Xi, C. Gioeli, J. Chattopadhyayatrahedron1991, 47 (12-13), 2237-2254. b) M. Montembault, N.
Bourgougnon, J. Lebretomgetrahedron Letf 2002 43 (45), 8091-8094.

%K. Teste, L. Colombeau, A. Hadj-Bouazza, R. LudasChampavier, R. Zerrouki, P. Krauszarbohydrate
Research2008 343(9), 1490-1495.
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Le spectre RMN du proton montre la fixation du greonent allyle, il présente un double double
double doublet correspondant au protof Hu groupement allyle avec des constantes de qgespla
de 17,2 Hz, 10,6 Hz , 4.4 Hz et ,4.1 Hz, deux dewpladruplets pour les protonsyHiec des
constantes de couplages de 17,2 Hz et 1,5 Hz jpouet de 10,6 Hz et 1,3 Hz pour l'autre et deux
double double triplets a 4,04 ppm et 3,95 ppm pesiprotons Hx. Le spectre infrarouge montre

bien la disparition du groupement hydroxyle.

b. Formation du dimere a partir de la 3'-O-allyl-5'-Qtert-

butyldiméthylsilylthymidine

Nous avons réalisé la réaction de métathése cra@isgartir de la 3©-allyl-5'-O-tert-
butyldiméthylsilylthymidine4 synthétisée précédemment, en présence du catalgeeGrubbs |
(schéma 11.23). En effet, une étude réalisée aorédbire a montré que le catalyseur de Grubbs de
deuxieme génération conduit a de moins bon rendemenle catalyseur de premiére génération

lors de la synthése de dimere de nucléoside.

o o o
0 HsC
NH 3
| /L HyC NH HsC | NH
\
o N Mo | /g TBDMSO TBDMSO /L\
N Yo

TBDMSO

H;C
| NH
Catalyseur de Grubbs | TBDMSO o N/KO + o N
CH2Cl> anhydre o o
o 6 _ o
m0
/ N\

HsC
4 5 4

Schéma 11.23 : Self-métathése a partir du précurpeotégé.

Par chauffage classique la réaction est effectades tb dichlorométhane a reflux sous
atmosphere inerte en présence de 0,2 équivalecatdlyseur de Grubbs I. Apres 6 jours, I'analyse
par CCM ne montre plus d’évolution de la réactiGerlle-ci est alors arrétée par évaporation a sec
du milieu réactionnel, et suivie d’'une purificatisar colonne de silice. Le composé de métathese
croisée5 est obtenu avec un rendement de 38%. Ce renddaiblat s’explique par la formation

d’un produit secondairé’ issu de la transposition de la double liaidarcomposé initiad.
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L'utilisation de l'activation micro-ondes a pernd&augmenter le rendement, celui-ci passe de 38%

a 53%. Le temps de réaction quant a lui passejol@r$ a 5 heures (Tableau 11.2).

Tableau 11.2 : Rendement de la réaction de métatiedsfonction du mode d’activation.

Activation tthy 5(%) E/zZ

A (38°C) 144 38 4,5

1.0 (38°C,80W) 5 53 4,5

Le spectre RMN du compos® montre que nous sommes en présence d'un mélangkeuwe
isomeres E et Z. Une corrélation proton-carbonenperd’observer le dédoublement de signaux,
correspondant aux carbones erde la liaison éthylénique. La littérature nousigue que les
carbones em de la double liaison permettent I'identificatioa th configuration de celle-ci, pour
une configuration Z, les signaux de ces carboneenawn blindage supérieur a celui de la
configuration E. Linterprétation (schéma 11.24} &igée aux répulsions stériques entre les atomes
d’hydrogene sur le carbone en positidrd’'une double liaison de configuration Z. Ces matgions
conduisent a 'augmentation de la densité éleaumnisur les carbones et donc, au blindage de
son signal de plusieurs ppm (36,61 ppm pour lesoteese’ d’'une double liaison de configuration

Z et 43,18 ppm pour ceux de I'isomeére E).

Schéma 11.24 : Encombrement stérique des hydrog#nas double liaison.

L’analyse par spectroscopie RMN du compbs& donc permis de déterminer a partir des protons
H-B et Ho le rapport E/Z (Tableau 11.3). Ce rapport est db quelque soit les conditions

expérimentales, chauffage classique ou activati@norondes.
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Tableau 11.3: RMNH et**C du composé dans CDC}.

Attribution 'H § ppm (J Hz) 13C 6 ppm
Isomere E Isomere Z Isomere E  Isomére Z
Base
N-H 8,45s 8,38s
C-2 150,13
C-4 163,53
C-5 110,83
CH-6 7,49 q (1,0) 135,33
CHs 1,89 d (1,0) 1.91 d (1.0) 12,53
Sucre
CH-1’ 6,27 dd (5,5 ; 8,5) 6,26 dd (5,5 ; 8,5) 85,06
CH-2'a 2,43ddd (1,4;5,5; 14,4) 37,75 37,91
CH-2b 1,96 ddd (5,6 ; 8,5; 14,4) /l Il
CH-3’ 4,10 m 79,49
CH-4’ 4,10 m 85,13
CH-5a 3,89dd (2,4; 11,3) 63,68
CH-5'b 3,78dd (2,6 ; 11,3) I
Chaine
CH2-a 4,04 m 3.95m 69,05 65,07
CH=CH 5,821 (2,7) 5,72 (3,8) 128,94 128,86
TBDMS
tBu 0,92s 25,93
Si-CH3 0,12 s -5,32




c. Réaction d’alkylation et de déprotection

La stratégie envisagée consiste tout d’abord #&se¥dh réaction d’alkylation sur le dimére

5, avant de déprotéger les deux fonctions alcoasgires.

La réaction de chloroalkylation du dimere est s#&di dans le DMF anhydre en présence de 10
équivalents de ¥CO; et de 20 équivalents de 1,2-dichloroéthane (scHEgats.

cl
, cl

e, W/ e o«
HsC HaC | " DMF 3 \[\N HyC . g
TBDMSO | K,CO3, (10 éq.) . TBDMSO N/L\OTBDMSO | /&

\|/ N7 So o . o N" o
o CICH,CH,CI, (20 éq.)

p.o (150 W, 80°C, 6 min) B ¥

) 0 0
VALY 50% Ve

o

[o}

| NH
/L\ TBDMSO
o N"o

Schéma 11.25 : Chloroalkylation en position 3 dmdre.

Au-dela de 6 minutes d’activation micro-ondes, éaation ne montre plus d’évolution.
L’'analyse par CCM, montre la formation de deux coegs, 'un monoalkylé et 'autre dialkylé, le
produit de départ n’étant pas totalement consonmfpées purification, le compose est obtenu
sous forme d’huile avec un rendement de 50%. Limsapar spectroscopie RMN du proton et du
carbone confirme la fixation des deux chaines ciélitryles. On note la présence d’'un triplet
intégrant pour 4 protons a 4,31 ppm avec une cotestie couplage de 6,8 Hz correspondant aux
protons H’, et un triplet intégrant pour 4 protons a 3,71pgwec une constante de couplage de
6,8Hz correspondant aux protong’'H

La réaction de déprotection des deux fonctionsadécprimaires est effectuée dans le THF

avec 1,35 équivalents de TBAF par groupement TBO8&Eema 11.26).

o /__/Cl o cl (o] Cl fo) cl

Hsc\fi’i Hsc\ﬁkN/_/ mcﬁ/ Hac\ﬁ‘\N/—/
TBDMSO X_ TBDMSO ‘ OH AN | /k
oJ ° o N/KO THF o) O o oo

TBAF (1,35éq.ITBDMS)7

OMO TA. OMO
6 7

38 %

Schéma 11.26 : Déprotection des hydroxyles pringire

Apres 2 heures de réaction, I'analyse par CCM neolardisparition du produit de dépdrtet
'apparition d’'un produit nettement majoritaire. ¥ purification sur silice, le compoSéest
obtenu sous forme d’huile avec un rendement de 3B84faible rendement est di a la difficulté

d’extraction du produit de la silice. L’analyse RMM proton et du carbone montre la disparition
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des deux groupements TBDMS et la présence deseshaioroéthyles, en effet on observe deux
triplets correspondants aux protarist B’ & 4,31ppm et 3,71ppm intégrant chacun pour 4opisot
La spectroscopie infrarouge, confirme la déprotecties deux groupements hydroxyles par la

présence d’une bande caractéristique des hydroay8&882 crit.

11.2.4. Synthése de dinucléosides chloroalkylés reliés pane chaine but-2-éne
entre les positions 5’

Apres l'obtention du dinucléoside 3’-3’ chloroalkyl/, nous avons poursuivie cette
synthese par I'élaboration du dimere (5’-53 ou les groupements chloroéthyles seront fixédgar

suite sur I'azote en position 3
[1.2.4.1. Schéma général

La stratégie adoptée consiste a allyler la thyneidin position 5’ par une suite de réactions
de protection et de déprotection (schéma I1.27).réaction de métathese est appliquée sur le
précurseur protégé. On effectue par la suite letigrade chloroalkylation en position 3 suivie par
la déprotection des groupements hydroxyles secaslpour donner le composé finaB).

o

o o o o | NH
HsC HaC H3C H3C /L
J\ R By s
TEDMSO /L\ HO /L\ /J\o N
o N Ye) o_ N (o] o N o]
~J 7—»

TBDMSO [e]

OH TBDMSO TBDMSO TBDMSO | NH
(o] S
8 9 10 o >N o
TBDMSO
11
H;C /\/CI
\ﬁ'k 3 | N
/L\ o /L\
‘| o "N"Yo
‘ TBDMSO (o]
HsC
| N cl
/L\ o N/L\o
0.
~J
HO TBDMSO

13 12

Schéma I1.27 : Stratégie de synthése du comp@sé
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[1.2.4.2. Les différentes étapes
a.Synthése de la 5’-O-allyl-3’-O-tert-butyldiméthyllgilthymidine

La synthese de la ®-allyl-3'-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 10 est réalisée en 3
étapes (schéma 11.28). La thymidine est tout d'dbsitylée sur les positions 5 et 3'. Aprés

déprotection sélective de la position 5, le con@gest allylé pour mener au substtat

o] o o] o]
H3c\ﬁLNH ch\[mNH Hsc\ﬁLNH HC NH
o 0| . /go THFIDM (171, VIV) TRDMSO | \ /L\o ’ Ho | N/L\O THE /J\o | N/L\O
1) Imidazole (4,02éq.) o méthanol o] 1) NaH (2,5éq.) o)
b 2) AgNO5(2,22¢q.) PPTS (4¢q.) 2) bromure d'allyle (2,5éq.)' b
OH 3) TBDMSCI (2,226q.) TBDMSO TA TBDMSO ultrasons, 40°C TBDMSO

TA

98 % 10

73 % 71 %

Schéma 11.28 : Schéma synthétique de la 5’-O-8hD-tert-butyldiméthylsilylthymidine.

Les groupements hydroxyles de la partie glucidigeela thymidine sont silylés par le
TBDMSCI, selon la méthode de Montevecchi et &gllen présence d’'imidazole en excés et de
nitrate d’argent dans les solvants mixtes THF/DME1). Aprés 24 heures de réaction a
température ambiante, traitement et purificatiengdmpose est obtenu avec un rendement quasi
guantitatif de 98%. L'analyse par RMN montre la geméce des protons correspondant au
groupement TBDMS en position 3’ a 0,89ppm et 0,08 ceux correspondant au groupement
TBDMS en positon 5 a 0,93ppm et 0,11ppm. Cetteicstire est confirmée en spectroscopie

infrarouge par la disparition du signal correspari@daix groupements hydroxyles.

La déprotection sélective de I'hydroxyle en positib’ est réalisé selon la méthode
d'Ogilvie®®, en présence deara toluéne sulfonate de pyridinium (PPTS) dans lehamnl. Aprés
20 heures de réaction a température ambiante lieunéactionnel est traité puis évaporé a sec, le
composé9 est obtenu avec rendement de 73% et est utilisued, sans purification pour la suite
de la synthese. Son spectre IR montre I'apparti®ita bande caractéristique de la fonction alcool
et la RMN®H, la disparition des protons correspondant auggment TBDMS fixé sur la position
5"

L’allylation sélective en position 5’ est effecty@@mme précédemment, en présence d’'un

exces d’hydrure de sodium (2,5 équivalents) daridHle que I'on active par sonication pendant 15

37a) P. C. Montevecchi, A. Manetto, M. L. Navaccl@aChatgilialogluTetrahedron2004 60 (19), 4303-4308. b) G.
W. Buchko, F. E. Hruska, K. L. Sadatizan.J.Chem.1989 67 (1), 109-119.

% a) K. K. Ogilvie,Can.J.Chem 1973 51 (22), 3799-3807. b) J. D. White, M. KawasakiAm.Chem.S0c199Q 112
(12), 4991-4993.
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minutes. On ajoute alors au milieu réactionnelé&bivalents de bromure d’allyle, la réaction est
terminée au bout de 6 minutes de sonication. LeposdilO est isolé avec un rendement de 71%.
Le spectre RMN du proton présente un double dotfgdet correspondant au proton fHdu
groupement allyle avec des constantes de coupldger @ Hz, 10,3 Hz et 5,3 Hz et deux double
quadruplets pour les protonsyHavec des constantes de couplage de 17,2 Hz eizlpour I'un et
10,3 Hz et 1,5 Hz pour l'autre. Les deux protong sbnt présents sous la forme de multiplet a 4,06

ppm.

b. Formation du dimere

La stratégie de synthése (schéma 11.29) consistaje nous I'avons mentionnée pour le
composé 5 ~a appliquer la réaction de métathése sur la O-allyl-3'-O-tert-
butyldiméthylsilylthymidine en présence du catalysge Grubbs I.

(o]

H3C
o : |543NH
HsC ¢ o 81/2L\
| NH o N "o
(o} B

/N

NS

o N
CH5Cly anhydre

-
£

TBDMSO o
catalyseur de Grubbs |

TBDMSO j.0 (80 W, 38°C, 6 h) v H;C | NH
10 }
39% O0—s Swo

TBDMSO

11

Schéma 11.29 : Synthése du dimere 5'-5'.

Le composélO est dissout dans du dichlorométhane et mis enepcésde 36% molaire de
catalyseur de Grubbs I. Aprés 6 heures d’activatmcro-ondes (80W, 38°C), I'analyse par CCM
ne montre plus d’évolution de la réaction. Le mganéactionnel est alors évaporé a sec et le brut
purifié. Le composéll est obtenu sous forme d'une huile avec un renderden39%. Ce
rendement moyen est di d’'une part a la présencgibistrat de départ a la fin de la réaction et
d’autre part a la difficulté de purification. Leesgtre RMN du proton du compoé (Tableau 11.4)
montre comme pour le compoSé&in exces d’'isoméres géométrigdeavec un rapporkE/Z de 5
confirmant ainsi, comme dans le cas du comgpgé contréle thermodynamique de ce processus

complexe.
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Tableau I1.4: RMNH et™*C du composé1 dans CDGJ.

Attribution 'H § ppm (J Hz) 3C 6 ppm
Isomére E Isomeére Z Isomere E  Isomere Z
Base
N-H 8,22 s
C-2 150,36 150,27
C-4 163,91 163,75
C-5 110,65
CH-6 7,57 q (1,0) 7,559 (0,9) 136,24 136,12
CHs 1,88 d (1,0) 1,90 d (0,9) 12,62 12,58
Sucre
CH-1’ 6,28 1 (6,4) 6,291 (6,2) 84,80 84,77
CH-2'a 2,26 ddd (3,8 ; 6,2 ; 13,3) 41,40 41,38
CH-2'b 2,12 dt (6,2 ; 13,3) I I
CH-3’ 4,42 dt (3,8 ; 6,2) 72,51 72,45
CH-4’ 3,97 m 87,37 87,30
CH-5'a 3,72dd (2,7;10,6) 3,70dd (2,6 ; 10,4) 72,40 302,
CH-5'b 3,58dd (2,6 ;10,6) 3,59dd (2,7 ;10,4) I I
Chaine
CHz-a 4,07 m 79,13 74,87
CH=CH 5,831t (2,5) 5,76 1 (3,8) 134,96 133,12
TBDMS
tBu 0,89s 0,88s 25,72
Si-CH3 0,08 s 0,07 s -4,86
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c. Réaction de chloroalkylation suivi de la déproteoti

La réaction de chloroalkylation du dimére (5'-3)1 est réalisée dans des conditions
eéquivalentes que celle utilisés pour la formatiam cbmposé6 (K.COs/1,2-dichloroéthane,
10éq./20ég.) et conduit apres 12 minutes d’'actimatimicro-ondes et purification par

chromatographie, au compak2avec un rendement de 52% (schéma 11.30).

o 0 .
o
o} HsC \ e HsC | " P
P | @ | B
NH (o} N\ 0 /L\
I o. N o o. N Mo
(¢ N\ B
o N "o DMF
KoCO3 (10éq.) THF
CICH,CH,Cl (2060) TBDMSO 0O TBAF (135¢q/TBDMS) || HO  ©
TBDMSO O .0 (150 W, 80°C, 12 min) HsC TA HsC
HsC | N el | N
3
. A Ji
. | By 52% o v % = v
o N o
TBDMSO HO

TBDMSO
1 12 13

Schéma 11.30 : Synthése de la 4-bis-[(3,3-di-2-abdthyle)-3’-O-thymidinyl]-but-éne.

La spectroscopie RMN, comme dans le cas du composénfirme la fixation des deux chaines
chloroéthyle par la présence de deux triplets, Bu#,31 ppm intégrant pour les 4 protons ldt

'autre & 3,72 ppm pour les 4 protong3H-

La réaction de déprotection des deux fonctionsahlda composé?2 est realisée dans le
THF en présence de TBAF (schéma 11.30). Aprés 2dsede réaction a température ambiante, le
milieu réactionnel est évaporé a sec et purifiépbagues préparatives. Le compds¥est obtenu
sous forme d’huile avec un rendement de 71%. Lim@aRMN du proton montre la disparition des
signaux correspondant aux protons des deux groupgemi@DMS. La spectroscopie infrarouge

montre la présence d’une bande a 3382 caractéristique des groupements hydroxyles.

[1.3. CONCLUSION

Ces dinucléosides bifonctionnels ont été synthetsgrallelement a I'étude de mise au
point de la chloroalkylation de la thymidine. Lesxdements obtenus dans le cas de I'alkylation des

deux diméres peuvent étre améliorés en utilisantdaditions optimum, obtenus lors de cette mise
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au point a savoir, l'utilisation d’'un excés de bimo-2-chloroéthane. L'activité biologique de ces
nouveaux agents alkylants mono et bifonctionnelsthstisés a partir de nucléosides et de
dinucléoside a éteé realisé. Les résultats desreifté tests effectués sur ces composés serontsdeécri

dans un chapitre ultérieur (chapitre V).

Aprés avoir préparé ces nouveaux agents alkylamsonet bifonctionnels a partir de
nucléosides, nous avons étudiés la synthése deeaoxnagents alkylants bifonctionnels en utilisant

comme substrat de départ des bases pyrimidiques.
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CHAPITRE 1l

SYNTHESE D'’AGENTS ALKYLANTS
A PARTIR DE BASES
PYRIMIDIQUES






[I. SYNTHESE D’AGENTS ALKYLANTS A PARTIR DE BASES PYRIM IDIQUES

Dans la seconde partie de ce travail, nous nousngsnintéressés a la synthése d’agents
alkylants en utilisant comme substrat de départbdees naturelles pyrimidiques (schéma 111.1).
Dans un premier temps, le groupement Bd{loroéthyl)amine est fixé sur deux bases
pyrimidiques (thymine et uracile), par l'interméidéad’une liaison acétamide. Dans un deuxiéme
temps, ce groupement a directement été fixé enigogi de la thymine.

o
\ 2 o /_/CI cl y o
N—< N N—
o N—CH —L,—N n—"  N—cH —ﬂ
RN = Don
R cl cl H,C
16: R = CH,
19:R=H

Schéma lll.1 : Agents alkylants a partir de basgsnpidiques.

[1l.1. SYNTHESE DE LA N,N-DI-(2-CHLOROETHYL )-2-(THYMIN -1-YL )ACETAMIDE

La fixation du groupement big{chloroéthyl)amine sur la base naturelle par ltimédiaire

d’'une liaison acétamide a été mise au point toaivard sur la thymin&

[11.1.1. Schéma général

La stratégie adoptée pour la synthése de N&-di-(2-chloroéthyl)-2-(thymin-1-
yl)acétamide est représentée sur le schéma llaoremiere étape consiste a alkyler la position 1
de la thymine pour obtenir le compo%d. Le groupement éthoxy est ensuite substitué par le
groupement diéthanolamine pour former la liaisoétamide et donner le substi On réalise
alors la réaction de chloration pour conduire gdia alkylant.

% A. Hadj-Bouazza, K. Teste, L. Colombeau, V. Chal&. Zerrouki, M. Kraemer, O. Sainte-CatheriNecleosides,
Nucleotides and Nucleic Acid®008 27 (5), 439-448.
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H,C H,C HaC | HyC |

| NH | NH | NH ’ NH
—_— —_— —_—

L (L —L—CL,

H H,C—C—OEt HCCO HZC’:CO

I \ I \

Schéma 111.2 : Stratégie de synthése de la N,Nxdikforoéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamide

[11.1.2.  Les différentes étapes
[11.1.2.1. Alkylation de la thymine

La premiere étape de cette synthése consiste lkpldiion régiosélective en position 1 de
la thymine (schéma 111.3). Cette derniere est digsaans le DMF en présence de NaH pour former
I'anion puis activée par irradiation micro-ondesig@nt 3 minutes (100°C, 300 W). On injecte alors
1,1 équivalents de bromoacétate d’'éthyle, suivieGpminutes d’irradiation micro-ondes dans les

mémes conditions que précédemment.

H,yC __CH,COOEt
1) DME, NaH (1,1 éq.), .0
/k (300 W, 100°C, 3 min) J )
O 2) BrCH,COOEt (1,1 éq.), p.o % %
300 W, 100°C, 6 min
( n) CHchOEt CH2COOEt

14 14'

Schéma I11.3 : Réaction d'alkylation.

Le suivi de la réaction par CCM, montre la dispanitde la thymine et la formation de deux
produits dont I'un est nettement majoritaire. Apéeaporation et purification sur gel de silice, iou
obtenons 74% de thymine N-1 alkyl&¢et 10% de thymine N-1, N-3 dialkyldd'.

La spectroscopie RMN du proton du comptdédnontre la fixation du groupement éthylacétate en
position 1, par la présence d’'un singulet a 11 3@ porrespondant au proton N-H en position 3, un
singulet a 4,45 ppm correspondant aux deux pradangroupe Chl ainsi qu'un quadruplet a 4,14
ppm et un triplet & 1,21 ppm correspondant resgatient aux protons GHet CH; du groupement
éthyle. Le spectre RMN du carbone confirme cettation. L'analyse du spectre IR montre une

bande & 1720 circorrespondant & la fonction ester.
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[11.1.2.2. Fixation de la diéthanolamine

La fixation de la diéthanolamine s’effectue a reftllans I'éthanol en présence d’'un large
exces de diéthanolamine (schéma lll.4).
i I

NH NH
‘ /K HN(CH,CH,OH), (10 éq.) | /&
N fo) EtOH- Reflux 7‘ o OH

H,C—C—OEt 93 % "'zC—ﬁ—NR
0 o)

14 16

Schéma lll.4 : Fixation de la diéthanolamine.

Cette réaction entraine le départ du groupemerxgtiet la fixation de la diéthanolamine par
I'intermédiaire d’'une liaison acétamide. Apres Blles de réaction, I'analyse par CCM du milieu
réactionnel montre bien la disparition quasi-totialeproduit de dépaftd. Aprés évaporation a sec
du mélange réactionnel et purification le compbSést obtenu avec un rendement de 93%, sous

forme d'un solide blanc.

L’'analyse spectroscopie RMN du proton montre lasgnée de quatre triplets correspondant au
guatre groupements GHdes deux chaines hydroxyléthyles et la disparitdes signaux

correspondants au groupement éthoxy.

[11.1.2.3. Réaction de chloration

La chloration des deux groupements hydroxyles dupmsél5 est tout d’abord réalisée
dans le DMF en présence de chlorure de thionylé8. Le composd6 est obtenu avec un
rendement trés faible de 10%. L'utilisation du dticbméthan® comme solvant permet une
amélioration du rendement, il passe a 35% mais-cefeste moyen. Le rendement optimum (66%)
a été obtenu en réalisant la chloration dans lerate de thionyléschéma ll1.5).

“0D. W. Larden, H. T. Andrew Cheun@ietrahedron1999 55 (11), 3265-3276.
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n 4 OH N J cl
\ o socl, \ —
o= N-CH,—C—N » O—— N—CHz—CT—N
— “SOH 66 % — o T \g
H,C H,C
15 16

Schéma Il1.5 : Réaction de chloration.

Le suivie par CCM montre la disparition totale doquit de départ et la présence de deux produits
secondaires en plus du produit majoritaire isoks @roduits secondaires n’ont pas été caractérises
mais pourraient résulter d’'une réaction de suligitunucléophile intramoléculaire comme le

montre le schéma ci-dessous.

(e}

Hee I o o o
NH H,C | H3C | H3C |
’ )\ | NH | NH | NH
X cl
I}I o /Q . ) N )%O (/l/(l < /&O (\
o]

'~
H2C—ﬁ—N \ '?I o ST\ l '?I +
~— H,C—C—N H,C—C—N HyC—C—N
0 N ;
\0\ <,3, ‘,-’l RC| ‘,-'1 RC|
H 16

Schéma 111.6 : Composés secondaires résultant dabbatitution nucléophile intramoléculaire.

Le composél6 a été analysé par RMN, tous les signaux attendu$ a@bservés. La
spectrométrie de masse confirme la fixation dexdgames de chlore par la présence des pics
quasi moléculaires (M+H)m/z 308, m/z 310 et m/z 312 et (M+WHm/z 325, m/z 327 et m/z 329

caractéristique de la présence des deux isotopkstaime de chlore.

[1l.2. SYNTHESE DE LA N,N-DI-(2-CHLOROETHYL )-2-(URACIL -1-YL )ACETAMIDE

Le deuxiéeme agent alkylant a été synthétisé arpdetil’'uracile en utilisant la méme

stratégie que le compo4é (schéma 111.7).

53



(300 W, 100°C, 6 min) ’
68 % H2C C OEt 94 % H,C— C O 64% H,C— c 0o

| JI JI

Schéma Il1.7 : Stratégie de synthese de la N,Nedik{oroéthyl)-2-(uracil-1-yl)acétamide.

o o)
NH 1) DMF, NaH (1,1 éq.), .0 ﬁ‘\ H]\ |
’ (300 W, 100°C, 3 min) EtOH-reflux socl,
N/K 2) BrCH,COOEt (1,1 éq.), .0 /K HN(CH,CH,OH), (10 éq.) \ /K /g
.'4

Uracile 17

L’alkylation de l'uracile est réalisée selon la hde utilisée pour l'alkylation de la
thymine. Celle-ci est effectuée dans le DMF engmés d’hydrure de sodium et de bromoacétate
d’éthyle toujours par activation micro-ondes. Lévepar CCM, nous permet d’arréter la réaction
lorsque le produit dialkylé apparait. La dispantidu produit de départ n’est donc pas totale. Le

produit monoalkylél7 est obtenu sous forme d’un solide blanc avec udereient de 68%.

Le composél7 a été analysé par spectroscopie RMN. La fixation chugement éthylacétate est
confirmée par la présence d’un singulet a 4,51 pprrespondant aux deux protons du groupe, CH
un quadruplet a 4,15 ppm et un triplet a 1,21 ppmespondant respectivement aux protons €H

CHz du groupement éthoxy.

On procéde alors a la fixation de la diéthanolandaes I'éthanol a reflux en présence d'un large
exces de celle-ci. Aprés une nuit de réaction, amstate la disparition quasi-totale du produit de
départl7. Le composd.8 est obtenu avec un rendement de 94%. La specpiesedN du proton
montre la présence de quatre triplets corresporalamjuatre groupements ¢Hes deux chaines

hydroxyléthyles.

La derniere étape de chloration dans le chlorurthidmyle conduit a I'agent alkylari9 avec un
rendement de 64%. La structure du compb®a été établie par spectroscopie RMN et confirmé
par spectrométrie de masse. Le spectre de massendposél9 confirme la chloration par la
présence des pics quasi moléculaires (M+)z 294, m/z 296 et m/z 298 et (M+Naj/z 316,
m/z 318 et m/z 320 caractéristique de la préseasaldux isotopes de I'atome de chlore.

L’utilisation des conditions mises au point pousjeathése de I'agent alkylah6 a permis
d’obtenir le composé&9 avec un rendement global de 41%. Ce rendememtegbarable a celui
obtenu lors de la synthése du compb8é45%).
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Afin d’élargir cette nouvelle famille d’agents alkpts, nous nous sommes intéressés a la
synthése d’analogues du chlorambucil en fixantréaigement bigi-chloroéthyl)amine en position
4 de la thymine.

[11.3. TRANSFORMATION DU CARBONYLE EN POSITION 4 DE LA THYMINE ALKYLEE

La fixation du groupement bi{chloroéthyl)amine en position 4 de la thymine &y
(schéma 111.8) permet, comme on la vu, dans ledecashlorambucil (chapitre 1) une délocalisation
du doublet de I'azote dans le systeme de résondeda base pyrimidique. Ceci conduirait a une
diminution de la vitesse de formation de l'ion ééme-imonium et par conséquence entrainerait

une diminution de la réactivité du produit, se tiigaent par un meilleur effet pharmacologique.

'TI (o) cl (o)
v Rt /”—</

3
(o) 45 61 N—CH,—C—OR — > N N—CH,—C—OR R=EttBu
5_6 I — — I
o Cl o

H,C H,C
Schéma 111.8 : Transformation du carbonyle en posit.

Plusieurs auteurs ont réalisé la transformationgchupement carbonyle sur les bases
purigues ou pyrimiques en deux étapes, la prensigmeiste a fixer un bon groupement nucléofuge
tel que le mésitylenesulfonyle, le soufre ou bieicoee le triazole. La deuxiéme étape est une
substitution nuléophile permettant de fixer le @oghile désiré. Cette transformation est possible
du fait des formes tautomeéres présentées parflésetites bases, comme par exemple dans le cas
de la thymine (schéma 111.9). La forme (b) est laspcouramment rencontrée mais les deux autres

formes sont possibles avec une probabilité plusdgagour la forme (c).

CT |0 OH
H,C \ H,C \H H;C S
N~ OH N X0 N o
.'4 H H
(a) (b) (c)

Schéma 111.9 : Tautomérie de la thymine.

Pour effectuer la transformation du groupement mayle sur les bases puriques ou

pyrimidiques, plusieurs voies de synthéses ontdétéeloppées, nous nous proposons, ici, d’en
décrire quelque unes.
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Grunder-Klotz et colf! ont transformé I'uracile en cytosine en fixant $oxygéne en
position 4, le mésitylenesulfonyle, groupement trdsombré et donc trés sélectif de cette position.
La molécule ainsi obtenue peut réagir avec I'aadig sodium dans le DMF, conduisant alors au
dérivé possédant un groupe azido en position Ali€elest réduit pour former 'amine (schéma
111.10).

CH,
H;C
O~
S\\ CH,
CICH,CH,CI /
(o} . o
DMAP (0,06 éq.) PhSH/CH;CN H,N
EtzN (5 éq.) DMF/NaN SnCl, (9 é
3 . \ al 3 2 (9 éq.) XN
| ‘ /K Et3N (12 éq.) /g
i N No
CI—S CH; (1,5 eq )

Sucre o Sucre Sucre Sucre

Schéma 111.10: Formation de la cytidine a partir deridine par substitution nucléophile.

L'uridine peut aussi étre transformée en cytidiae fintermédiaire d’'une 4-thiouridine.
En effet, Starrett et coff ont rapporté que le pentasulfure de phosphgBe ouvait transformer la
fonction carbonyle en position 4 de I'uridine emdton thiocarbonyle qui, aprés ammonolyse,
conduit a la cytidine. Cependant, ces auteurs usgianontré que 85 ne conduit pas toujours au
thioamide désiré. Une alternative aSP est le réactif de Lawesson. Il s’agit du 2,4-His-(
méthoxyphényl)-1,3-dithia-2,4-diphosphétane-2,4ilfide que nous noterons R.L. par la suite. Ce
réactif permet de nombreuses réactions de thiaratiet en particulier la réaction de conversion en
thiocétoné* ou en thiocarboxamid&s des composés oxygénés correspondants. Une fois les
thiocétones formeées, celles-ci peuvent étre coiegertn amines primaires par réaction avec
'ammoniac dans le méthanol. Cette réaction pegmiquer au cas des dérivés de l'uridine comme

I'ont décrit Starrett et coll., on peut le résurpar le schéma 111.11.

“LE. Grunder-Klotz, G. Jusiucleosides, Nucleotides and Nucleic aci®94 13 (9), 1829-1841.

2], E. Starrett Jr, D. R. Tortolani, D. C. Baker, M Omar, A. K. Hebber, J. A. Wos, J. C. Martin, M. Mansuri,
Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Ack#9Q 41 (7), 885-897.

“3M. P.Cava, M. I. Levinsorfetrahedron1985 41 (22), 5061-5087.

*B. S. Pedersen, S. Sheibye, N. Y. Nilsson, S-@edssonBull. Soc. Chim. Belg1978 87 (3), 223-228.

53, Sheibye, B. S. Pedersen, S-O. LawesBal, Soc. Chim. Belg1978 87 (3), 229-238.
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H,N

(\ BN i SN
%0 )§ T/&o

Sucre Sucre Sucre

|| S
i) Hyc— O@ N /” 0—CHjs, (0,6 éq), dichloroéthane a reflux

(réactif le Lawesson, R.L.)
ii) NH3;, MeOH, 100°C, dans une bombe scellée

Schéma lll.11 : Formation de la cytidine par l'imeédiaire d’une thiouridine.

Un mécanisme de I'étape de thionation est propaste schéma I11.12.

A s 0 8/ 1ol s s\ o
H/§\ - 2 Ar—P+—S|_ ’\‘ID _H+___ | P | — [l _||+_——
Ar—FP P—Ar=—= S| /C\ Ar—P—S—C—R'— » Ar—P—S§| —_— /C + Ar—P-sS|
N7 R" 'R R R Dr
-\ O—Cli—R'
R

Schéma 1l1.12 : Mécanisme de la réaction de thimmat

Une autre stratégie développée par A. A.-H. AbdaRan et colt® consiste & substituer
le groupement carbonyle en position 4 de la thyneidirotégée par le 1-pyrenylméthylamine en
passant par lintermédiaire triazolylé. Cette tfammation est effectuée dans l'acétonitile en
présence de triazole, triéthylamine et POCh substitution nucléophile par le chlorhydrage1d
pyreneméthylamine (RNK HCI) est ensuite réalisée dans le DMF a 80°C e¥sgnce de

triethylamine et permet d’obtenir le produit avecrandement de 77 % (schéma 111.13).

N
I\ OO
| i " O‘
H,C H.C H,C
’ | NH 3 | XIN : | XN
. Triazole/CH;CN )\ /&
DMTO N No """ pmTo N o _RNHz HOUDMF_ pyiro N o
O\j POCI,/Et;N o EtsN o
M1 % 77 %
AcO AcO AcO

Schéma I11.13 : Transformation du carbonyle en arsacondaire par I'intermédiaire d'une 4-triazoliin.

6 A. A.-H. Abdel-Rahman, O. M. Ali, E. B. Peders@trahedron1996 52 (48), 15311-15324.
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La fixation de I'unité triazolique suit le processorésenté sur le schéma 111.14.

R—C—N—R' + CI-P=0 —» R=C* ——R=C" ¢
| @/ [
b ¢l I—*// |0O—P—cl
<|J| cl ol
N
Y
cl cl cl cl r\||/
|, -
R—C:T—R'+ g—ﬂ—cl——+-R—C:N—RH+HO—ﬂ—CI——JL—+
\O / \0/
T 1\
SRS
N N
/AN |
_ H— » HCl
R ﬁ R—C=N—R' T
NR'

Schéma lll.14 : Mécanisme de la réaction de trigizdion.

111.3.1. Reésultats et discussions

Nous avons mis en ceuvre ces trois méthodes poar fex groupement actif bi$(
chloroéthyl)amine. Dans un premier temps, nous soasmes intéressés a la méthode développée
par Grunder-Klotz et colf! Pour cela nous avons fait réagir le chlorure dsityléne sulfonyle sur
la 1-éthoxycarbonylméthylthymine dans le dichlohadéte en présence de triéthylamine et de
DMAP (schéma I11.15).

CH,
H,C
3 Cl Cl
O=
S\ CHs
CICH,CH,CI [0
a DMAP (0,06 &q.) o
H;C Et3N (5 éq.) 3 DMFELN 3¢
NH - XN 3 =\~ N
| /g HiC ‘ /K-IN(CH2CH2CI)2,HCI 2éq) || /K
[
N o o o
m—% CH, (1,5 éq.) 'TI ITI
CH,CO.Et © CH,CO,Et CH,CO,Et
H,C
14 20

Schéma I11.15: Passage par le groupement mésitgléfanyle.

Bien que lente (4 jours, a température ambianta),rdaction de fixation du groupement
mésitylenesulfonyle conduit au composé interméeglicavec un rendement de 56 % apres

purification. En spectroscopie RMN du proton, lagance du groupement mésithylénesulfonyle est
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caractérisé par I'apparition d’'un singulet intédrapur 6 protons a 2,73 ppm correspondant aux
deux groupements GHn positiorortho, un singulet correspondant au £&h positiorparaa 2,29
ppm, et un singulet intégrant pour 2 protons dansone de résonnance des protons aromatiques

correspondant aux protons en position méta (tableay

Tableau 1.1 : Données RMM et**C dans CDG du compos&0.

Attribution RMN *H & ppm (J Hz) RMN C & ppm
Base
C-2 154,19
C-4 166,55
C-5 104,45
CH-6 7,319 (0,8) 147,37
CH3; 2,04 d (0,8) 12,15
Mésitylenesulfonyle
CH-Ar 6,95 s 131,92
2 CHjs (ortho) 2,73 s 21,15
CH3 (para) 2,29 sé 22,75
Chaine
N-CH,-COO 4,47 s 48,61
N-CH,-COO 167,22
O-CH,-CH3 4,20 q (7,16) 62,22
O-CH,-CH3 1,26t (7,16) 14,05

Cet intermédiaire est alors dissout dans le DM&semis a réagir avec le chlorhydrate de
bis(3-chloroéthyl)amine en présence de triethylamine.su&i de la réaction par CCM, montre
gu’il 'y a aucune évolution a température ambian&me aprés plusieurs jours de réaction. Les
différents essais menés en utilisant un excés detii® ou en augmentant la température de

réaction, n’ont pas induit d’amélioration.

Nous avons alors utilisé la méthode proposée pamet et colf? par I'intermédiaire
d’une thionation de la thymine. Nous avons misamiréla thymine alkylée avec 1,5 équivalents de

réactif de Lawesson (R.L.) dans le dichloroéthareflax (schéma 111.16).
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H.C H.C H,C
3 NH 3 NH DMF/Et;N I XN
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14 21

Schéma 111.16 : Synthése de la 4-thiothymine atkylé

Apres 8 heures de réaction a 80°C, le mélangeioéael est évaporé a sec, puis le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice. kedpit 21 est obtenu avec un rendement quantitatif.
Dans ce cas l'utilisation de lirradiation microaes a permis de diminuer considérablement le
temps de réaction. Celui-ci passe de 8 heuresraiddtes, la température étant fixée a 80°C et la
puissance a 350 W.

L’analyse du spectre RMN du proton montre la présetle tous les signaux attendus (tableau
l11.2). Le spectre RMN du carbone confirme la priesede I'atome de soufre. On retrouve le signal
correspondant au groupement C=S a 191,00 ppm. eatrepde masse confirme la structure par la
présence d’'un pic quasi moléculaire (M¥H)/z 229.

Tableau I11.2 : Données RMNH et™*C dans CDGJ du composé1l.

Attribution RMN *H & ppm (J Hz) RMN C & ppm
Base
N-H 9,98 s
C-2 148,3
C-4 191,00
C-5 119,58
CH-6 6,97 q (0,8) 136,63
CHs 2,10d (0,8) 17,02
Chaine
N-CH,-COO 4,60 s 49,07
N-CH,-COO 166,94
O-CH,-CH3 4,26 q (7,1) 62,44
O-CH,-CH3 1,311 (7,1) 14,11
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Afin de réaliser I'étape d’amination, plusieurs assde fixation du groupement kfs(
chloroéthyl)amine sur le produtl ont été réalisés, en faisant varier le solvant ERllyridine ou
mélange des deux) et le mode d’activation (chaeffelgssique ou activation micro-ondes). Nous
avons reproduit les essais plusieurs fois en vakenparametres opératoires. Aucun de ces essais

n'a conduit au composé désiré.

Nous nous sommes alors tournés vers la méethodeg#qpar A. A.-H. Abdel-Rahman et

coll.*® passant par I'intermédiaire d’une triazolylatianld thymine alkylée (schéma 111.17).

5 2N
o N
H,C H,C
3 NH , , NN
| /K CH5CNitriazole (9,6 éq.)/POCI 5 (2 éq.)/EtN (9,2 éq.), 0°C | /2&
- 6 1
'T' ° 100 % 'T' °
H,C—C—OEt H,C—C—OEt
14 © 22 ©

Schéma 111.17: Réaction de fixation du groupemeatsle en position 4.

Le triazole est dissout dans I'acétonitrile et misprésence de PQLCbn ajoute goutte a
goutte a lI'aide d’'une ampoule de coulée la trigthyhe a 0°C. Apres 10 minutes d’agitation, on
ajoute au milieu réactionnel le proddd. Le suivi par CCM de la réaction montre, au boait3d
heures, la disparition totale du produit de dépsptes traitement le produit triazolyB® est isolé

avec un rendement quasi-quantitatif.

Le spectre RMN du proton montre la fixation du grement triazole en position 4 de la thymine

alkylé par la disparition du singulet a 11,30 pponrespondant au proton en position 3 (N-H). La

présence des deux protons H-3' et H-5’ respectiveraed,32 et 8,37 ppm résonant sous forme de
singulet confirme bien la présence du groupeméstdie (tableau 111.3). Le spectre de masse du
composé23 présente un pic quasi moléculaire correspondafd-£éH)" m/z 263 confirmant la

structure.
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Tableau 111.3 : Données RMNH et™*C dans le DMSO du compo22

Attribution RMN *H & ppm (J Hz) RMN C & ppm
Base
C-2 153,33
C-4 158,35
C-5 104,41
CH-6 8,26 q (0,9) 146,78
CHs 2,30d (0,9) 15,59
Triazol
CH-3' 8,37 s 153,73
CH-5' 9,32s 145,25
Chaine
N-CH,-COO 478's 50,49
N-CH,-COO 166,43
O-CH,-CH3 4,18 q(7,1) 61,27
O-CH,-CH3 1,23t (7,1) 13,89

Les essais d’amination du compda2 sont réalisés dans le DMF en présence de deux

equivalents de chlorhydrate de Bishloroéthyl)amine et de deux équivalents de tyi@imine.

Plusieurs essais ont été effectués soit par clgriftdassique soit par activation micro-ondes.

Malgré les différentes conditions réactionnellegdes, nous ne sommes pas parvenus au compose

attendus.

Face a ces échecs, nous avons essayé de réaliseatlan du groupement big{

chloroéthyl)amine en deux étapes a partir de lmihg alkylée triazolylée. Dans un premier temps,

une substitution nucléophile par la diéthanolamnété réalisée, puis les hydroxyles ont été

substitués par des atomes de chlore en utilisatititeure de thionyle comme agent de chloration.
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N/KO DMF/HN(CH2CH20H)2 (3 éq.), 130°C /g SOCI2 /&

H,C—G—OFt
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HZC G—OEt H2C G—OEt
22

Schéma 111.18 : Fixation de la diéthanolamine esifion 4.

Nous avons commencé par appliquer le systeme secpluramment rencontré, soit dans le
DMF a 130°C. Malheureusement aucune évolution téacénstatée, méme en faisant varier le
mode d’activation. Nous avons alors utilisé I'étblaa reflux comme solvant. Aprés 16 heures de
réaction, on observe la disparition totale du piodie départ et la formation d’'un nouveau
composé. Apres purification, la structure du cos@pigolé est déterminée par spectroscopie RMN.

La RMN du proton montre la disparition du triplebriespondant au CGHet du quadruplet
correspondant au GHlu groupement éthoxy de la fonction ester. On meségalement quatre
triplets entre 3,58 et 3,35 ppm correspondant aatrg CH de la diéthanolamine. La présence des
deux singulets a 9,30 et 8,35 ppm correspondanpeatons H-5" et H-3' du groupement triazole
montre que ce groupement est toujours présent ldapsoduit final. La diéthanolamine ne s’est
donc pas fixée en position 4 de la thymine. L'ai@qucléophile s’est dirigée préférentiellement et
majoritairement sur le carbonyle de la fonctioreesbnduisant au compo28 avec un rendement
de 74 % (schéma 111.19 et tableau 111.4).

I

L.
N (o] /_/
\‘\

OH

|
HC—C—N

23

Schéma 111.19 : Structure du comp@&®
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Tableau I11.4 : Données RMRH et**C dans le DMSO du compog8.

Attribu tion RMN 1H 6 ppm (J Hz) RMN 13C 6 ppm
Base
C-2 150,98
C-4 163,79
C-5 100,35
CH-6 8,329 (1) 146,58
CH3; 2,34d (1) 15,59
Triazol
CH-3 8,35s 153,73
CH-5 9,30 s 145,25
Chaine
N-CH,-CON 4,66 s 48,48
N-CH,-CON 166,76
N-CH,-CH»- 3,581 (5,5) 60,25
N-CH»>-CHo- 3,441 (5,5) 51,52
N-CH,-CHo- 3,471(6,1) 58,75
N-CH,-CH - 3,351(6,1) 49,63

Contrairement a nos attentes, il semble que le pgnment éthoxy soit un meilleur
nucléofuge que le groupement triazole dans lesitiond utilisées. Afin d’éviter cette substitution
au niveau de la fonction ester, nous avons rempéagéoupement éthoxy par le groupemtemt-
butoxy, ce dernier étant un trés mauvais nucléofBger cela, nous avons fixé en position 1 de la
thymine le groupementert-butoxycarbonylméthyle. Cette réaction est réaliséedeux étapes
comme précédemment pour le compddéDans un premier temps la thymine solubilisée dans
DMF est mise en présence de NaH suivi de six mindtieradiation micro-ondes. Dans un second
temps, on injecte le bromoacétate tde-butyle, suivi par six minutes d’activation microges
(schéma I11.20).
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24
Schéma 111.20 : Réaction d’'alkylation.

Le suivi par CCM, nous permet d’arréter la réactamsque le produit dialkylé apparait. La
disparition du produit de départ n’étant pas totélke produit monoalkyl&4 est obtenu apreés
purification sur colonne de silice avec un rendenten75 %. L'analyse par spectroscopie RMN
confirme la fixation du groupemetert-butoxycarbonylméthyle en position 1 de la thympae la
présence d’'un singulet a 11,34 ppm correspondaptaan en position 3 de la thymine (N-H). On
retrouve a 4,34 ppm un singulet représentant lg €&Hun singulet a 1,41 ppm intégrant pour 9

protons correspondant au groupententbutoxy (tableau 111.5).

Tableau 1.5 : Données RMM et**C dans le DMSO du compogé.

Attribution RMN *H & ppm (J Hz) RMN C & ppm
Base
N-H 11,34 s
C-2 150,91
C-4 164,20
C-5 108,34
CH-6 7,48 q (1,1) 141,70
CHs 1,75d (1,1) 11,85
Chaine
N-CH,-COO 4,34 s 48,98
N-CH,-COO 167,27
(-C(CHy3)y) 81,75
(-C(CH3)3) 1,41s 27,65

La fixation du groupement triazole en position 4 amposé24 est réalisée selon la

meéthode de A. A-H. Abdel-Rahman et coll. utilisééggdemment pour le compdzg
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H,C
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CH4CNitriazole (9,6 éq.)/POCI; (2 éq.)/Et;N (9,2 éq.), 0°C ‘ /g
o

la fixation du groupement triazole en positionab(eau I1.6).

|
H,C—C—0tBu

25O

Schéma [11.21 : Fixation du groupement triazole.

Au bout de trois heures de réaction le produit dpatt a totalement disparu. Aprées
extraction et purification, on récupére letér{-butoxycarbonylméthyl)-4-(1,2,4-triazolyl)thymine
avec un rendement quantitatif. La structure du cus@psolé25 a été déterminée par spectroscopie
RMN. La présence de deux singulets a 9,34 et §88montre la présence du groupement triazole,

'absence du singulet a 11,30 ppm montre la diipardu proton en position 3 (N-H) et confirme

Tableau 111.6 : Données RMNH et™*C dans le DMSO du compo28.

Attribution RMN *H & ppm (J Hz) RMN C & ppm
Base
C-2 150,98
C-4 163,79
C-5 100,35
CH-6 8,32 q (0,9) 146,58
CHs 2,34 d (0,9) 15,59
Triazol
CH-3' 8,38s 153,73
CH-5' 9,34s 145,25
Chaine
N-CH,-CO 4,66s 48,48
N-CH,-COO 166,76
(-C(CHy3)y) 81,75
(-C(CHa)3) 1,41's 27,65
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La substitution nucléophile du groupement triazude le groupement diéthanolamine est

8

réalisée dans I'éthanol a reflux en présence dédgiixvalents de diéthanolamine (schéma 111.22).
/N

HOI /(OH

N N
H.C H.C
s XN s XN
’ HN(CH,CH,OH), (10 éq.) |
N/KO EtOH 2 reflux /&o

N

I |
H,C—C—OtBu H,C—C—OtBu

25 © 26
Schéma 111.22 : Fixation de la diéthanolamine esipon 4.

Apres 16 heures de réaction, on observe la digpatidtale de la 1tért-butoxycarbonlyméthyl)-4-
(1,2,4-triazolyl)thymine25 et montre la formation de plusieurs produits dwoits majoritaires.
Apres évaporation a sec et purification par chrogr@phie sur silice, les trois produits majoritaire
isolés sont caractérisés par spectroscopie RMNeetiométrie de masse (schéma 111.23).

HC\\ //f)H HO OH
N \L\N//r
H.C H.C

I
H;C
3 \E\NH 3 ‘ XN 3 | XN
N//l§to OH T//lito OH N’/l§§0
Hzc—ﬁ—N H,C—C—N |

N i N Hzc—E—OtBu

OH OH
15 26’ 26

Schéma 111.23 : Formation de trois produits.

Le premier compos#5 est issu de I'amidation de la fonction ester. emplacement du
groupement éthoxy par le groupemést-butoxy n'a pas empéché cette substitution. Le tspec
RMN du proton montre bien la disparition du groupettert-butoxy.

Le deuxieme compos#’ résulte d’'une double réaction de la diéthanolapsoela position 4 mais
également sur la fonction ester. Dans ce cas égaleianalyse par RMN montre bien I'absence
des groupementdert-butoxy et triazole, et montre la présence des dewsupements
diéthanolamine.

Le dernier composeé iso#b est le composé attendu. Celui-ci est obtenu ameendement de 6 %.
Comme pour les deux autres composés, la structété déterminée par spectroscopie RMN et
spectrométrie de masse (tableau 111.7).
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Tableau I11.7 : Données RMM dans le DMSO des compogés 26’ et 26.

Composé RMN *H & ppm (J Hz) Masse
H-6 CHs; N-Cﬂz-CO tBu CH» (biS(ﬂ-
chloroéthyl)amine)
15 7,179 (1,00 1,91d (1,0 4,73 s / 3,791 (5,2) (M+Na)" m/z 294,1
3,741 (5,5)
3,571 (5,2)
3,531 (5,5)
26’ 7,42 sé 2,12 sé 4,31s 3,40-3,65m (M+Najz 381,2
26 7,56 sé 1,81 sé 441s 1,42 s 3,93t(6,8) (M+Na)" m/z 350,2
3,451 (5,6)
2,751(6,8)
2,66t (5,6)

Bien que le produit désiré soit obtenu avec un fiadde rendement, celui-ci a été utilisé
pour réaliser I'étape suivante. La chloration desxdgroupements hydroxyles est réalisée dans le

chlorure de thionyle a température ambiante (scHér24)
HO OH Cl cl
INJ L\IJ
H,C H,C
\Ei socl, ‘ N
IT (o]

N o

Hzc—ﬁ—OtBu Hzc—ﬁ——OtBu
26
Schéma Il1.24 : Essai de chloration.

Quelles que soient les conditions utilisées, la C@bhtre la formation d’une multitude de
produits.

Les essais de fixation de la diéthanolamine ouadeidf-chloroéthyl)amine n’ayant pas
donné de résultat satisfaisant, nous nous sommnesages sur I'influence de 'encombrement de

ces amines secondaires sur leur nucléophilie. Belar nous nous sommes proposes de fixer dans
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un premier temps le groupement amino ¢Net de I'alkyler dans un deuxiéme temps. Nous avon

donc utilisé le composé triazoly®s comme substrat de dépdsichéma 111.25).

8 U

NH,
H,;C
\f\N
- * S g
H2C —C—O0tBu H2C (I:l —OtBu HZC (I:I—OtBu
25 27 28

Schéma 111.25 : Stratégie de synthese 1-(tert-brgasbonlyméthyl)-4-(bigtchloroéthyl)amine )thymine.

La substitution du groupement triazole par le gesupnt NH est réalisée dans une

solution d’'ammoniac dans le méthanol (schéma [)1.26

N
7\
_N
N
H,C
| /g NHy/MeOH (7M) (7M) /g
N o 45°C
H,C—C—OtBu H2C ﬁ —OtBu
25 27

Schéma I11.26 : Fixation du groupement NH

Au bout de quatre heures de réaction a 45°C, kaeapar CCM montre la disparition totale du
produit de départ et la formation d’'un nouveau pib@7, obtenu aprés purification avec un
rendement de 58 %. Ce rendement moyen peut étligdpar la difficulté d’extraction du produit

de la silice lors de la purification.

Le spectre RMN du proton (tableau I11.8) préseniesimgulet a 8,28 ppm correspondant aux deux
protons du groupement amino. L'absence des dewgulgits a 9,34 et 8,38 ppm du groupement

triazole ainsi que la présence du groupemerttbutoxy confirment la présence du groupement

amino en position 4 de la thymine. La spectromé&teéenasse confirme la structure par la présence
des pics quasi moléculaires (M¥Hh/z 240 et (M+N&)m/z 262.
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Tableau 111.8 : Données RMMH et**C dans DMSO du compog&.

Attribution RMN *H & ppm (J Hz) RMN C & ppm
Base
C-2 155,70
C-4 165,90
C-5 100,30
CH-6 7,38 sé 143,60
CHs 1,81 sé 12,80
Amino
NH» 8,28 s 153,73
Chaine
N-CH,-CO 4,29 s 50,10
N-CH,-COO 167,80
(-C(CH3)3) 81,00
(-C(CHa)) 1,41s 27,60

La réaction d’alkylation de la fonction amine a étélisée dans le DMF en présence de 5
équivalents de carbonate de potassium et de 5 agqotg de 1-bromo-2-chloroéthane a 80°C.
Apres 5 jours de réaction, I'analyse par CCM mong&edisparition du produit de départ et
I'apparition de plusieurs produits dont deux magres. Apres purification par chromatographie,
les deux produits majoritaires isolés sont careg@émar spectroscopie RMN (schéma 111.27).

CI c| Cl

NH, SN
H,C
3 XN
| /g K2C03 (5 éq.) _ /& /&
o BrCHZCHch (5 éq.)

N

|
H,6—C—0tBu
o
27 28 28"

H2C ﬁ—OtBu H2C ﬁ—OtBu

Schéma I11.27 : Synthése de la 1-(tert-butoxycaljrnathyl)-4-(bisg-chloroéthyl)amino )thymine.
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Le composé28’ résulte de la monoalkylation de la fonction ampa le 1-bromo-2-
chloroéthane et est obtenu avec un rendement é& 12 composé a été analysé par spectroscopie

RMN. Les données de RMNH sont rassemblées dans le tableau 111.8.

Le composé&8 correspond au produit attendu résultant de la datilon de la fonction
amine. Il est obtenu avec un rendement faible d&28e spectre RMN du proton montre bien la
présence des quatre groupements @4 deux chaines fixées sur la fonction aminedgablil.9).

Tableau 111.9 : Données RMNH dans le DMSO des compog& et 28,

Composé RMN'H & ppm (J Hz)
H-6 CHs N-CH-CO  tBu CH (bis(3-chloroéthyl)amine)

28’ 6,98 q (1,0) 1,77 d (1,0) 4,24 s 1,42's 3,84 m
3,73m

28 7,819 (1,4) 1,81d(1,4) 4,63 s 1,43 s 4,42 m
4,34 m
4,27 m
4,12 m

Cette nouvelle stratégie a permis d’'obtenir lord’é@@pe de substitution nucléophile un
meilleur rendement de 58 %. Néanmoins le rendeiaiktylation de I'amine reste faible (23 %).
La mise au point de cette derniere réaction estedetment poursuivie afin d’améliorer ce
rendement. Par la suite, la déprotection de la tiomcacide sera reéalisée dans l'acide

trifluoroacétique.

[11.4. CONCLUSION

Les composét6 et 19 sont obtenus en trois étapes avec des rendemnlehtsig correctes
de 45 % et 41 % respectivement. Nous avons évaluméces deux composés leur activité

anticancéreuse. Les résultats de ces tests seésetpés au chapitre 1V.

La transformation du carbonyle en position 4 d#hianine alkylée s’est révélée complexe

et a nécessité I'utilisation de plusieurs strategie sont resumées dans le schéma I11.28.
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Schéma 111.28 : Les différentes stratégies pourdasformation du carbonyle en position 4 de lantime alkylée.

Comme le montre ce schéma la transformation dupgment carbonyle en position 4 de la
thymine alkylée, nous a amené a étudier la fixatien groupements nucléofuges tels que le
mésithyléne, le soufre et le triazole. Cependasitirtermédiaires n’ont pas conduit & la substitutio
nucléophile attendue. On observe que le groupeprettcteur de I'acide carboxylique peut entrer
en compétition lors de cette substitution nucléleptitn effet, nous avons observé la fixation de la
diéthanolamine au niveau de l'ester. Finalementomposé attendd8 a été obtenu a partir du

dérivé de la thymine triazolylé&#s en deux étapes en passant par I'intermédiaireé@aiin
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CHAPITRE IV

EVALUATIONS BIOLOGIQUES






V. EVALUATIONS BIOLOGIQUES

Une évaluation biologique d’'une partie des agelktidants synthétisés (Schéma IV.1) a été
réalisée au Laboratoire d’Oncologie Cellulaire etlétulaire de I'Université Paris Xlll sous la

direction du Professeur Michel Kraemer.

o o cl o ol
HsC | N E\N A~ HaC ) HyC ) /__/
’ HO /& HO |
HO N/go HO N/KO ;OJNl ° )o N)Qo
o O\I \ 7

o (o
HschNf/ HyC " "
A | |
; o o
cl::o <|::o
3 \E\N N N
= S A
cl cl cl cl

13 16 19

Schéma IV.1 : Structure chimique des agents alkyl@stés.

Ces composés ont été testés sur des cellulesligaéa tumorale A43% d’un carcinome*
épidermoide vulvaire humain. Cette lignée se cériset par un grand nombre de récepteurs a

I'EGF*® (Epidermal Growth Factor). Ce facteur de croissaépidermique est une hormone

“’a) M. Di Benedetto, A. Starzec, R. Vassy, G. Y.réeM. Crépin, M. Kraemer, Br J Cance2Q03 88 (12), 1987-
1994. b) Y. Hamma-Kourbali, M. Di Benedetto, D. bed, O. Oudar, Y. Leroux, M. Lecouvey, M. KraemBigchem
Biophys Res Commyr2003 310 (3), 816-823. ¢) E. Guenin, D. Ledoux, O. Oudar, IMcouvey, M. Kraemer,
Anticancer Res2005 25 (2A), 1139-1145.

“8A. Malliri, M. Symons, R. F. Hennigan, A. F. L. Hsione, R. F. Lamb, T. Wheeler, B. W. OzanaeCell Biol,
1998 143(4), 1087-1099.
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protéigue qui lors de sa fixation sur ses récept@uovogue une activité mitotique*, c'est-a-dire,
une division cellulaire trés rapide au sein desugsepithéliaux vulvaires*. Par ailleurs, les debu

de cette lignée sécrétent une quantité importamteéESF° (Vascular Endothelial Growth Factor =
Facteur de Croissance de I'Endothélium Vasculapetéine qui est émise par la tumeur primitive
pour assurer sa néovascularisation* a partir deseaux sanguins déja existants. Ce phénoméne de
vascularisation appelé néoangiogenese* permet tairnes cellules cancéreuses de la tumeur
primitive de migrer via le flux sanguin vers d’agrorganes. Ces cellules cancéreuses vont alors
envahir un nouvel organe et former une nouvelleelwunmappelée métastase. La lignée tumorale
A431 représente donc un bon modele pour évalutfet’biologique des composés synthétisés au
cours de ce travail. Nous avons testé I'effet de roelécules sur la prolifération, la migration et

I'invasion des cellules tumorales.

De nombreux travaux récents décrivent I'implicatd®s matrices métalloprotéases* (notament les
MMP2 et les MMP9) dans les processus métastatideemmbreux cancerSLa dégradation de la
matrice extracellulaire par ces métalloprotéasgantaun rbéle essentiel dans l'invasion et la
dissémination d’'une tumeur, nous avons égalemewliétes effets des composés synthétisés sur

I'expression de ces métalloprotéases.

IV.1. EFFETS IN-VITRO DES PRODUITS SYNTHETISES SUR LA PROLIFERATION DES CELLULES
A431

Dans un premier temps, nous avons étudié la pralid des cellules A431 en présence des

agents alkylants synthétisés.

L’étude des effets des produits2, 7, 13, 16 et 19 sur la multiplication des cellules tumorales
A431 a été réalisée en traitant ces cellules paendéaheures avec des doses croissantes de produit.
Ces doses s’étendant de 0,015 mM a 1 mM afin derrdéter la concentration induisant 50 %
d’inhibition (ICsp). Quelles que soient leurs concentrations, lesposés/, 13 et 19 ne présentent
pas d’activité notable. La 3-(2-chloroéthyl)thymmdil inhibe faiblement la prolifération (20 %) a
une concentration de 1 mM. En revanche la 3-(2roBlbyl)uridine2 et la N,N-di-(2-chloroéthyl)-
2-(thymin-1-yl)acétamidd 6 inhibent de fagon significative la prolifératioesicellules tumorales.

L’IC 50 est de 60 uM pour le compo2ét de 15 uM pour le composé (schéma IV.2).

“9a)Y. Myoken, Y. Kayada, T. Okamoto, M. Kan, G.%$hto, J. D. Satdroc.Natl.Acad.Sci.USA 991, 88 (13), 5819-
5823.b) O. Melnyk, M. A. Shuman, K. J. KiBancer RES1996 56 (4), 921-924.
%0 C. Chantrain, Y. A. DeClerchedecine/Scienceg002 18, 565-575.
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Schéma V.2 ; Effet dose dépendance des compa®€éks sur les cellules A431.

Nous avons poursuivi les tests biologiques aveaeex dernieres molécules en étudiant

leur effet sur la migration et I'invasion des cidkitumorales A431.

I\VV.2. EFFETS SUR LA MIGRATION DES CELLULES A431
L’étude de la migration des cellules tumorales A&3dffectue dans des chambres de
culture appelées chambres de Boyden. Celles-ci sontposées d’'inserts constitués d’une

membrane poreuse et sont placés dans une pladi4epiets (schéma IV.3).

Fibronectine Insert

Cellules £431

Fibronecting + rembrane PET Bum Plague companian (24 puits)

Sérum de veau foatal

Schéma IV.3 : Chambre de Boyden, seulement ungstiteprésenté.

Pour la migration, la membrane poreuse est recteid® fibronectine* et les cellules
A431 sont déposées sur cette membrane puis incyiEretant 24 heures. La présence d'une
substance stimulante comme le Sérum de veau f&¥&) (dans la partie inferieure de la chambre
de Boyden conduit les cellules A431 a migrer adraves pores vers la surface inferieure de la

membrane. On ajoute alors I'agent alkylant a uraire concentration dans I'eau. Aprés 24
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heures, les cellules ayant migrées a travers la breere sont colorées puis dénombrées au

microscope.

Le schéma ci-dessous montre qu’en absence d’atiemarda (schéma V.4, contréle), la
migration est totale (100 % de migration). Par comdle diminue significativement de 60 % et de

66 % en présence respectivement de 50 uM et da W0fe 3-(2-chloroéthyl)uriding.

| IR ALY e i i
3.2 _chloroéthyljuridine 3(2_chloroéthyjuridine
50 uM 100 uM

Schéma 1V.4: Effets de la 3-chloroéthyluridine lsumigration des cellules A431.

Dans le cas de la N,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(thyniird)acétamidel6, la migration est réduite de
60 % en présence de 50 uM et de 68 % en préserid®deM d’agent alkylant (schéma IV.5).

NN-di-(2-chloroéthyl)-2- NN-di-{2-chloroéthyl)-2-
(thymin-1-vl)acétamide {thymin-1-yljacétamide
50 pM 100 pM

Schéma IV.5: Effets de la N,N-di-(2-chloroéthy g#smin-1-yl)acétamide sur la migration des celtufed31.

IVV.3. EFFETS SUR L' INVASION DES CELLULES A431

Apres les tests de migration, nous avons procédésaests d’'invasion. Dans ce cas, la
membrane est recouverte de matrigel*, mime de kaiceaextracellulaire. La présence de Sérum de
veau feetal dans la partie inférieure de la chardbrBoyden conduit les cellules tumorales A431 a
digérer le matrigel et a traverser la membraneys®eers la surface inferieure de celle-ci. Ce test
permet de déterminer si les agents alkylants imhites cellules tumorales A431 les empéchant

ainsi de digérer la matrice.
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En absence d’agent alkylant (schéma IV.6, contréf@vasion est de 100 %, les cellules
cancéreuses ont digéré le matrigel et traversé denbmane poreuse. En présence de la 3-(2-
chloroéthyl)uridine2, I'invasion des cellules tumorales A431 a sigrificement diminué de 19 %
et de 34% avec respectivement 50 uM et 100 uM diagjklant.

enitsals 3{2-chloroéthyljuridine  3-2-chloroéthyljuridine
50 pM 100 uM

Schéma V.6 : Effets de la 3-(2-chloroéthyl)uridéue I'invasion des cellules A431.

De meilleurs résultats sont obtenus dans le casladéN,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(thymin-1-
yhacétamidel 6. L'invasion diminue de 63 % en présence de 50 fil¥ee80 % en présence de 100

MM d’'agent alkylant (schéma IV.7).

conirile N.N-di-{2-chloroéthyl)-2- N.N-di-{2-chloroéthyl)-2-

(thymin-1-yljacétamide (thymin-1-yljacétamide
50 pM 100 pM

Schéma IV.7: Effets de la N,N-di-(2-chloroéthy(##tmin-1-yl)acétamide sur I'invasion des cellufet31.
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IV.4. EFFETS SUR L' EXPRESSION DES METALLOPROTEASES

La migration des cellules a lieu durant la néoag@ese et exige une dégradation de la
matrice cellulaire par les protéases telles querlaiices métalloprotéases (MMP)Une étude
permettant de déterminer quelle métalloprotéaseadégla matrice a consisté a réaliser une
zymographie sur les deux composés les plus in@messNous avons utilisé comme témoins la

prométalloprotéase 9, la métalloprotéase 9 etdmptalloprotéase 2 (schéma I1V.8).

Dans le cas de la 3-(2-chloroéthyl)uridiBel’analyse quantitative indique qu’en présencelfie

UM d’agent alkylant, la concentration des ProMMREBVIP9 et ProMMP2 sécrétées n’est pas
significative aprés 24 ou 48 heures de traitemAptes 72 heures, I'expression des MMP9 est
totalement abolie, tandis que I'expression des R& diminue de 30 %. L'expression des

ProMMP2 n’est pas affectée méme aprés 72 heures.

92 KDa ProMMP9

NMNIPS
72 KDa ProNDMP2 1 2 3 4 5 6 7 8 9
A .
HT(1080) | MA431 | A431 A431 A431
Témoin | traitées | traitées traitées \  traitées
| (24.48.72n) | (24 h) \ (48 h) \ (72h)
Ad431 AA431 AA431 A431
non traitées non traitées non traitées non traitées
(24,48, 72 h) (24 h) 48 h) 72 h)

Schéma IV.8: Etude par zymographie des effets 8g2achloroéthyl)uridine? sur I'expression des ProMMP9, MMP9
et ProMMP2 des cellules A431.

*1 B. Heissig, K. Hattori, M. Friedrich, S. Rafii, ®erb,Curr. Opin. Hemata| 2003 10 (2), 136-141.
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Dans le cas de la N,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(thyndind)acétamide 16, on observe
gu'apres 72 heures de traitement avec 4 uM ou 16 diddgent alkylant, I'expression des
ProMMP9, MMP9 et ProMMP2 diminue respectivemen88e&%o, 50 % et 25 % (schéma 1V.9).

92 KDa ProMMP9 ee—
MMP9

72 KDa ProMMP2

HT(1080) ‘ A431
Témoin | traitées .‘
; avec 16uM
Ao (72h) Aol
non traitées traitées
(72h) avec 4uM

(72h)

Schéma IV.9 : Etude par zymographie des effeta 8eN-di-(2-chloroéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamitlé sur
I'expression des ProMMP9, MMP9 et ProMMP2 des dedlA431

I\VV.5. CONCLUSION
Les effets anti-migration et anti-invasion de 1&23chloroéthyl)uridine2 et de IaN,N-di-
(2-chloroéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamidks peuvent donc étre expliqués, en partie par I'itioi
de l'expression des MMP9. Ces effets ont été coégpavec les résultats obtenus avec le

chlorambucil, composé de référence (tableau IV.1).

Tableau IV.1 : Etude comparative du chlorambucigales deux agents alkylés testés.

Chlorambucil Composeé 2 Composé 16

ICso 15 puM 60 uM 15 uM

o 50 uM 95 % 60 % 60 %
Migration

100 uMm 95 % 66 % 68 %

. 50 uM 95 % 19 % 63 %

Invasion
100 pMm 95 % 34 % 80 %
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Pour l'effet anti-migration, les résultats obtenpeur les deux composés et 16 sont
comparables, néanmoins ils inhibent plus faiblenagsgt le chlorambucil. Pour I'effet anti-invasion
le compos@ présente une faible inhibition alors que le condddsdonne de meilleurs résultats. A
une concentration de 100 uM, le pourcentage d’itibibest de 80 % valeur proche du résultat

obtenu avec le chlorambucil a cette méme concémtrat

Ces tests biologiques démontrent que la 3-chloyhgidine 2 et la N,N-di-(2-
chloroéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamid6 inhibent la prolifération et pourraient jouer wiler sur la
migration et I'invasion des cellules tumorales A4Bh effet, les molécules synthétisées semblent
diminuer la sécrétion des métalloprotéases en amhibexpréssion génigue de ces enzymes.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé de nouveaux agents anticancéreux mono et bifonctionnels
a partir de molécules d origines naturelles (nucléosides et bases).

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux agents alkylants synthétisés a partir de
nucléosides (thymidine et uridine). Tout d’abord, nous avons optimisé la réaction de fixation de la chaine
chloroéthyle en positon 3 des deux nucléosides permettant ainsi d’obtenir des agents alRylants monofonctionnels
avec de bon rendement. Parallelement, nous avons synthétisé deux analogues de dinucléosides chloroalkylés reliés
par une chaine but-2-éne entre les postions 3’ et 5’ de la thymidine conduisant a des agents alRylants
bifonctionnels. Pour ce faire, nous avons utilisé la réaction de métathése des oléfines. Nous avons également

procédé dans le cadre de cette synthése a la mise au point de la réaction d’allylation de la thymidine protégée en

position 5.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la synthése d’agents alkylants bifonctionnels a
partir de bases naturelles pyrimidiques telles que la thymine et ['uracile. Les premiers analogues synthétisés sont
issus de la fixation du groupement bis(B-chloroéthyllamine, par [intermédiaire d’une liaison acétamide, sur la

fonction ester des bases alkylées en position 1.

Afin délargir cette nouvelle famille dagents alRylants, nous avons étudié la synthése d’un analogue du
chlorambucil en remplacant le noyau aromatique par la thymine. Pour cela, nous nous sommes intéressés da la
fixation du groupement bis(B-chloroéthyl)amine en position 4 de la thymine alkylée. Face a la complexité de cette
modification, plusieurs stratégies ont été étudiées mettant en jeu la fixation de différents groupes nucléofuges en
position 4 de la thymine alRylée. Différents nucléophiles ont été utilisés pour réaliser la deuxiéme étape de cette
modification (substitution nucléophile) Le meilleur résultat, néanmoins faible (6 %), a été obtenu en utilisant le
groupement triazole comme nucléofuge et la diéthanolamine comme nucléophile. Afin 4 améliorer ce résultat, nous
avons substitué le groupement triazole par le groupement amino, puis effectué quelques essais d’alRylation du
groupement amino par le 1-bromo-2-chloroéthane. Ces essais ont conduit au composé dialkylé avec un rendement de

23 %. La mise au point de cette réaction d alRylation est actuellement poursuivi afin d’améliorer ce rendement.

Tout au long de ce travail, nous avons étudié ['influence du mode d’activation, tels que les micro-ondes
et les ultrasons sur la sélectivité et le rendement de certaines réactions. Tous les composés ont été caractérisés par
différentes méthodes physiques (IR, RMN, spectrométrie de masse). Une évaluation biologique sur certains de ces
composés a été menée, dans le cadre d’une collaboration avec le Professeur Kraemer, au Laboratoire d’Oncologie
Cellulaire et Moléculaire de ["Université Paris XIII, afin de déterminer [activité antitumorale de ces composés.
Deux_ composés synthétisés (produits 2 et 16) ont montré de trés bonnes propriétés anticancéreuses. L activité

biologique de certains produits intermédiaires synthétisés sera également évaluée.
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Nous pensons avoir induit une nouvelle classe d agents alkylants, prometteurs dans la stratégie
anticancéreuse. Dans une phase ultérieur, nous nous proposons d orienter nos recherches sur la fixation de

polyamines ou d agents de véctorisation spécifiques sur les structures présentées dans ce travail.
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CHAPITRE V

PARTIE EXPERIMENTALE






V. PARTIE EXPERIMENTALE

V.1l. REACTIFS ET SOLVANTS

L’origine des réactifs et solvants utilisés au sode ce travail est présentée dans le tableau
V.1. Tous ces composes sont utilisés tels queBsagvoir contrélé leur pureté et 'absence d’eau

par IR.

Tableau V.1: Réactifs et solvants utilisés.

Réactifs et solvants CAS [Reg.Num.] pureté Origine
acétate d’éthyle [141-78-6] 99% SDS
acétone [67-64-1] P.A VWR
acétonitrile [75-05-08] 99,9% Aldrich
argon Air liquide
bis(tricyclohexylphosphine)- [172222-30-9] / Aldrich
dichlororuthénium (1V)
benzylidene
bromoacétate d’'éthyle [105-36-2] 98% Aldrich
bromoacétate deert-butyle [5292-43-3] 98% Alfa Aesar
1-bromo-2-chloroéthane [107-04-0] 98% Aldrich
bromure d’allyle [106-95-6] 99% Aldrich
carbonate de potassium [584-08-7] 99% Aldrich
chlorhydrate de bis-@- [821-48-7] 98% Aldrich
chloroéthyl)amine
chloroforme [67-66-3] 99,9% SDS
chlorure d’ammonium [12125-02-9] 99,5% Aldrich
chlorure de mésitylénesulfonyle [773-64-8] 99% Aldrich
chlorure detert- [18162-48-6] 97% Alfa Aesar
butyldiméthysilyle
chlorure de thionyle [7719-09-7] 99,5% Acros




Réactifs et solvants

CAS [Reg.Num.] pureté Origine
1,2-dichloroéthane [107-06-02] 99% Aldrich
dichlorométhane [75-09-2] 99,9% Alfa Aesar
dichlorométhane [75-09-2] 99,8% SDS
diéthanolamine [111-42-2] 99% Acros
4,4-diméthylaminopyridine [1122-58-3] 99% Acros
N,N-diméthylformamide [68-12-2] 99,8% Aldrich
éthanol absolu [64-17-5] 99% VWR
éther de pétrole 40 a 65°C [64742-49-0] / SDS
fluorure de [429-41-4] 1M dans THF Acros
tétrabutylammonium
hydrogénocarbonate de sodium [144-55-8] 99% Acros
hydrure de sodium [7646-69-7] 60% Aldrich
dispersion
dans I'huile
minérale
imidazole [288-32-4] 99% Aldrich
méthanol [67-56-1] 99,99% Aldrich
nitrate d’argent [7761-88-8] 99% Aldrich
paratoluene sulfonate de [24057-28-1] 98% Acros
pyridinium
pyridine [110-86-1] 99,8% Aldrich
réactif de Lawesson [19172-47-5] 97% Aldrich
solution méthanolique [7664-41-7] ™ Acros
d’ammoniac
sulfate de magnésium [7487-88-9] 99% SDS
tétrahydrofurane [109-99-9] 99,7% Alfa Aesar
thymidine [50-89-5] 99% Alfa Aesar
thymine [65-71-4] 99% Aldrich
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Réactifs et solvants

CAS [Reg.Num.] pureté Origine
toluéne [108-88-3] 99,8% SDS
1,2,4-triazole [288-88-0] 99% Alfa Aesar
Trichlorure de phosphoryle [10025-87-3] 99% Aldrich
triéthylamine [121-44-8] 99,5% Aldrich
uracile [66-22-8] 99% Acros
uridine [58-96-8] 99% Acros

V.2. CHROMATOGRAPHIE

V.2.1. Chromatographie sur couche mince analytique

Les plaques de silices (Kieselger 684Fle 0.2 mm d’épaisseur, Merck) sont employées

pour la chromatographie sur couche mince. La réeélaes plaques se fait :

v'par observation sous ultraviolet ;

v'par vaporisation d’'une solution 6N d’acide sulfuegsuivie d’un chauffage a 100°C

dans le cas des produits comportant un glucide ;

v'par combinaison de ces deux techniques.

V.2.2. Chromatographie sur couche mince préparatives

On dépose une couche uniforme de silice de 2mmabéeur (Kieselger 60 Rz, Merck)

sur des plaques de verre (20cm x 20cm) que I'dmeaat100°C durant 2 heures.

V.2.3. Chromatographie sur colonne

Le support utilisé est la silice (60 ACC, 20-40u8D)S). Les colonnes sont équilibrées

dans le systeme d’élution. Tous les produits afiparsont dissous dans un minimum de solvant

apolaire ou fixés sur florisil et sont introduitea ¢te de colonne. L’élution des composés est

acceléree par la mise du systeme sous légere ssigmed’air comprimé. L’éluant est ensuite

fractionné afin de récupérer le produit pur désiré.
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V.3. ANALYSES
Température de fusion : Les températures de fu3igrsont mesurées sur banc Kofler ;

Les pouvoirs rotatoires a]p sont mesurés sur un polarimétre Jasco (DIP-37@) lpcraie
D du sodium dans une cuve de 10cm de longueur.n@@essires sont effectuées a température

ambiante dans un solvant.

Spectrométrie RMN : Les spectres RMN ont été réalsur un appareil Bruker DPX-400
avec une fréequence de 400MHz pour le proton eD@&IHz pour le carbone 13. Les déplacements
chimiquesd sont donnés en ppm par rapport au tétraméthysild@Mms). Les constantes de
couplages J sont données en Hertz (Hz). Les alighgautilisées sont : s (singulet), sé (singulet
élargi), d (doublet), dé (doublet élargi), dd (deutboublet), dddd (double double double doublet), t
(triplet), dt (double triplet), ddt (double douliteplet), tt (triple triplet), g (quadruplet).

Spectrométrie infrarouge : Les spectres IR sorisgsasur appareil Perkin EImer 310 sur

des échantillons déposés sur pastille de KBr. bbashmes d’'onde sont exprimés entm

Spectrométrie de masse : Les spectres de masseormsation chimique (IC) et par
ionisation par électrospray (ESI) ont été réalmésun appareil R10-10 Nermag au Laboratoire de
Structure et Fonction de Molécules Bioactives (UMBL3) de I'Université Paris VIL'agent

ionisant dans le cas de l'ionisation chimique egdz ammoniac N

V.4. MATERIEL

Cuve a ultrasons (LEO-80) avec une fréquence dd#6et de puissance 30W. Toutes les

réactions sont réalisées dans un ballon, immerge ldacuve remplis d’eau.

Four micro-onde : Les irradiations micro-onde aétr&alisées au moyen d’un four micro-
onde de laboratoire (Milestone, modele MicroSyntla.durée, la température et la puissance sont
ajustées par ordinateur au moyen d’'un logiciel detréle. La température est évaluée a l'aide

d’'une sonde.
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V.5. SYNTHESES

3-(2-chloroéthyl)thymidine 1 1,2-di-(thymidin-3-y@thane 1’

o

o
H.C | P cl
NN O HyC
|e 1}& P
' O \o o/

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 242 mg (1 mphatd thymidine que I'on dissout dans
8 mL de DMF. On ajoute 691 mg (5 éq., 5 mmol) ddecaate de potassium et 1,7 mL (20 éqg., 20

mmol) de 1-bromo-2-chloroéthane. Le milieu réaatiginest mis sous agitation magnétique et
activé par irradiation micro-ondes (P=100 W, T=8D°@Gu bout de 3 minutes d’activation,
'analyse CCM montre la disparition du produit dipdrt. Le milieu réactionnel est alors filtré pour
éliminer I'exces de KCO; et évaporé a sec. La purification est effectuéekgues préparatives de
silice (CH.CI,/EtOH ; 85/15 ; V/V). Le produil est obtenu sous forme d’huile avec un rendement
de 90% (274 mg). On récupeére également 6% (16 ongpohposd.’.

3-(2-chloroéthyl)thymidine (1)
Rf = 0,64 (CHCI,/EtOH; 80/20; VIV)

RMNH, (DMSO, 8): Thymine 7,80 (q, 1H, J=0,7 Hz, ¢4 1,83 (d, 3H, J=0,7 Hz, G} Sucre

6,20 (t, 1H, J=6,7 Hz, B, 4,25 (dd, 1H, J=4,4 Hz, J=6,8 Hz3 H3,78 (m, 1H, i), 3,61 (dd, 1H,
J=3,6 Hz, J=11,9 Hz, 4), 3,55 (dd, 1H, J=3,8 Hz, J=11,9 Hzgd} 2,11 (m, 2H, H);

Chloroéthyle 4,14 (té, 2H, J=6,9 Hz,} 3,74 (té, 2H, J=6,9 Hz,

RMN®C, (DMSO, ): Thymine 162,45 (C-4), 150,22 (C-2), 135,04 (C-6), 108(865), 12,75
(CHs); Sucre 87,30 (C-4), 84,71 (C-1'), 70,12 (C-3'), 61,0C-6"), 39,48 (C-2);Chloroéthyle
41,50 (Ce), 40,28 (CB).

SM : (M+H)" m/z 305 et m/z 307, (M+NHI m/z 322 et m/z 324.
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1,2-di-(thymidin-3-yl)éthane (1')
Rf = 0,16 (CHCI,/EtOH; 80/20; V/V)

RMNH, (DMSO, 8): Thymine 7,73 (q, 2H, J=0,5 Hz, ¢4 1,75 (d, 6H, J=0,5 Hz, G} Sucre

6,09 (t, 2H, J=6,8 Hz, 1), 4,23 (dt, 2H, J=3,5 Hz, J=9,0 HzzH 3,77 (m, 2H, H), 3,62 (dd, 4H,
J=3,6 Hz, J=11,9 Hz, 4#), 3,56 (dd, 4H, J=3,7 Hz, J=11,9 Hzgd 2,05 (m, 4H, H);

Chloroéthyle 4,08 (m, 4H, H, Hp).

RMN®C, (DMSO, ): Thymine 162,86 (C-4), 150,46 (C-2), 134,49 (C-6), 108(Q15), 12,77
(CHs); Sucre 87,28 (C-4), 84,80 (C-1'), 69,92 (C-3'), 60,9€-6"), 39,63 (C-2);Chloroéthyle
40,33 (Ce), 39,83 (CB).

SM: (M+H)" m/z 511, (M+Na) m/z 533, (M+KJ m/z 549.
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3-(2-chloroéthyl)uridine 2 1,2-di-(uridin-3-yl)éthane 2’

[0 fi x%

OH HO

HO

Dans un bicol de 25 mL, on introduit 244 mg (1 myuridine que I'on dissout dans 8
mL de DMF. On ajoute 691 mg (5 €g., 5 mmol) de cadbe de potassium et 1,7 mL (20 éq., 20
mmol) de 1-bromo-2-chloroéthane. Le milieu réaatiginest mis sous agitation magnétique et
activé par irradiation micro-ondes (P=100 W, T=8P°Bu bout de 3 minutes d’activation, le
milieu réactionnel est filtré puis évaporé a sexplrification est effectuée par chromatographie su
couche mince préparative (@EI,/EtOH ; 70/30 ; V/V). Le produi est obtenu sous forme d’huile
avec un rendement de 90% (275 mg). On récupererégat 5% (13 mg) du compaoaé

3-(2-chloroéthyl)uridine (2)
Rf = 0,55 (CHCI,/EtOH; 80/20; VIV) ;

RMN®H, (CD;OD, 8): Thymine 8,05 (d, 1H, J=8,2 Hz, d}{ 5,77 (d, 1H, J=8,2 Hz, 4} Sucre 5,91
(d, 1H, J=5,1 Hz, H), 4,16 (t, 1H, J=5,1 Hz, 1, 4,15 (t, 1H, J=5,1 Hz, §), 4,01 (dté, 1H, J=2,8
Hz, J=5,1 Hz, H), 3,86 (dd, 1H, J=2,8 Hz, J=12,2 Hzs: | 3,74 (dd, 1H, J=2,7 Hz, J=12,2 Hz,
Hsyp); Chloroéthyle 4,25 (te, 2H, J=6,8 Hz, ) 3,72 (te, 2H, J=6,8 Hz,{

SM : (M+H)" m/z 307 et m/z 309, (M+NH" m/z 324 et m/z 326.

1,2-di-(uridin-3-yl)éthane (2’)
Rf = 0,1 (CHCI,/EtOH; 80/20; V/V)

RMN'H, (CDsOD, 8): Thymine 8,00 (d, 2H, J=8,1 Hz, d}{ 5,68 (d, 2H, J=8,1 Hz, 4} Sucre 5,80
(d, 2H, J=3,4 Hz, H), 4,18 (dd, 2H, J=3,4 Hz, J=5,7 Hz;{4,02 (dd, 2H, J=2,8 Hz, J=5,7 Hz,
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Hs), 4,00 (dté, 2H, J=2,8 Hz, J=5,7 Hzy}13,88 (dd, 4H, J=2,8 Hz, J=12,7 Hzs$! 3,73 (dd,
4H, J=2,7 Hz, J=12,7 Hz d4); Chloroéthyle 4,20 (t, 2H, J=5,5 Hz, §} 4,15 (t, 2H, J=5,5 Hz, i

RMNYC, (CD:OD, §): Thymine 165,54 (C-4), 152,90 (C-2), 141,23 (C-6), 101(T55); Sucre
92,46 (C-1'), 86,06 (C-4), 75,9 (C-2’), 70,79 (C):361,98 (C-5') ; Chloroéthyle 40,04 (Ca),
39,74 (CB).
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5'-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 3

o]
HiC CH3 HsC
‘ | NH
H3C—C——Si—o0 N\
| o. N o]
CH3 CH3
OH

Dans un ballon de 100 mL, on introduit 3.0 g (12#hol) de thymidine, 76 mg (0,05 éq.,
0,62 mmol) de DMAP et 30 mL de pyridine anhydre. flace I'ensemble sous atmosphére
d'argon. On ajoute 2,056 g (1,1 éq., 13,64 mmol) aidorure de tert-butyldiméthylsilyle
(TBDMSCI). On laisse réagir pendant une nuit a térajure ambiante. Le milieu réactionnel est
alors évaporé, la pyridine est azéotropée tros dai toluene. Le produit brut obtenu est purifié pa
chromatographie sur colonne de gel de silice (28»4 gradient d’éluant de CH{EP ; 90/10 a
CHCIS/EtOH ; 95/5). 4,036 g de produit pur est recueithus forme d’'un solide blanc avec un

rendement de 91%.

Rf = 0,44 (CHCYEtOH; 90/10; V/V); Tf= 200°C; (litP? 198-200°C); {]p** = +6,957 (c=1.0;
CHCly)

IR: 3445 (OH), 3186 (NH), 2929 (CH alkyl), 1698 (@Thym), 1635 (C=C).

RMN'H, (CDCk, &): Thymine 8,68 (s, 1H, N-H), 7,50 (q, 1H, J=0,92 Hz)HL,91 (d, 3H, J=0,92
Hz, CHs); Sucre 6,36 (dd, 1H, J=5,9 Hz, J=7,9 HzyH 4,46 (dt, 1H, J=2,4 Hz, J=5,4 HzgH
4,03 (m, 1H, H), 3,89 (dd, 1H, J=2,7 Hz, J=11,3 Hzsd] 3,83 (dd, 1H, J=2,5 Hz, J=11,3 Hz,
Hsy), 2,36 (ddd, 1H, J=2,4 Hz, J=5,9 Hz, J=13,6 Hzs)H2,10 (ddd, 1H, J=5,4 Hz, J=7,9 Hz,
J=13,6 Hz, H); TBDMS 0,92 (s, 9Htert-bud, 0,11 (s, 6H, Si-CH.

*2.3.Moharram, A.Zhou, L.|.Wiebe, E.E.Knadsurnal of Medicinal Chemistr2004 47 (7), 1840-1846.
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3’-0O-allyl-5’-O-tert-butyldiméthylsilythymidine 4
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Dans un réacteur, on introduit 2,12 g (5,95 mma)pdoduit3 dans 30 mL de THF
anhydre, et 595 mg (14,87 mmol, 2,5 éq.) d’hyddeeodium en suspension a 60% dans une huile
minérale. Le milieu réactionnel est activé pardragion micro-ondes (200 W, 40°C, 2 min). Au
bout de 2 minutes, 1,29 mL (14,87 mmol, 2,5 éq.paenure d’allyle sont ajoutés. La réaction est
de nouveau activée par irradiation micro-ondes (2QQ10°C) pendant 6 minutes. On ajoute alors
au milieu réactionnel 20 mL d’'une solution satudéeNH,Cl. La phase aqueuse est extraite avec
deux fois 60 mL de chloroforme et la phase orgamigst lavée avec 20 mL d’eau. Celle-ci est
séchée sur MgSQfiltrée et évaporée. Le produit brut obtenu asifig par chromatographie sur
colonne de silice (24x4 cm ; gradient d’éluant CHERP ; 90/10 a CHG). 2,33 g de produit pur est
recueilli sous forme d’une huile avec un rendenten®9%.

Rf= 0,44 (CHCYEtOH; 95/5; VIV) ; b]o**= +27,77 (c=3,5; CHG)
IR: 3158 (NH), 2931 (CH alkyl), 1696 (C=0 Thym),36(C=C), 1270 (C-O-C), 992 (C=C allyl).

RMN'H, (CDCE, &): Thymine 8,76 (s, 1H, N-H), 7,50 (g, 1H, J=1,0 Hzg)H1,91 (d, 3H, J=1,0
Hz, CH); Sucre 6,30 (dd, 1H, J=5,6 Hz, J=8,4 HzyH4,12 (m, 2H, k4, Hs), 3,90 (dd, 1H, J=2,4
Hz, J=11,4 Hz, B), 3,78 (dd, 1H, J=2,1 Hz, J=11,4 Hzsd)} 2,44 (ddd, 1H, J=1,7 Hz, J=5,6 Hz,
J=13,7 Hz, H.), 1,95 (ddd, 1H, J=5,6 Hz, J=8,4 Hz, J=13,7 Hz,)HTBDMS 0,92 (s, OH{ert-
butyle), 0,11 (s, 6H, Si-C¥t Allyle: 5,89 (dddd, 1H, J=4,1 Hz, J=4,4 Hz, J=10,6 HA7J2 Hz,
Hg), 5,30 (dg, 1H, J=1,5 Hz, J=17,2 Hz)}6,21 (dq, 1H, J=1,3 Hz, J=10,6 Hz,)H4,04 (ddt, 1H,
J=1,5 Hz, J=4,1 Hz, J=12,7 Hz,H3,95 (ddt, 1H, J=1,3 Hz, J=4,4 Hz, J=12,7 Hz).H
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1,4-bis(5’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidin- 3’-O-(prop-1-enyl)-5’-O-tert-
3’-yhbut-2-ene 5 butyldiméthylsilylthymidine 4’
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Par chauffage classique:

Dans un ballon de 25 mL, sous atmosphere d’argomtooduit 626 mg (1,58 mmol) de
dissous dans 5 mL de dichlorométhane anhydre. 187 (023 mmol, 29% molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)dichlororuthénium (IV)ettylidéne sont dissous dans 5 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressmt au meélange réactionnel. Le mélange est
placé a 35°C sous agitation magnétique. Au bou peirs, plus aucune évolution n’est constatée
par CCM. Le milieu réactionnel est alors concestyé@s pression reéduite. Le résidu est purifié par
chromatographie sur couche mince préparative (&tuakLCl,/EtOH ; 95/5 ; V/V). 227 mg (38%)
de produit5 sous forme d’une huile colorée sont ainsi obteanex un meélange d'isomekZ =

4,5. On récupere également 7% du compose

Par activation micro-onde:

Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphére d’argorinwaduit 512 mg (1,29 mmol) du
composé&4 dissous dans 5 mL de dichlorométhane anhydre.n2150,26 mol, 41% molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)dichlororuthénium (IV)efzylidene sont dissous dans 8 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressmt au meélange réactionnel. Le mélange est
mis sous agitation magnétique et activé par irtamiamicro-onde (P=80 W, T=38°C). Au bout de
5 heures d’activation, plus aucune évolution n@ststatée par CCM. Le milieu réactionnel est

alors évaporé. Le résidu est purifié par chromaioigie sur couche mince préparative (€luant :
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CH.CI/EtOH ; 95/5 ; V/IV). 256 mg (53%) de prodd&itsous forme d’une huile colorée sont ainsi
obtenus avec un mélange d’'isomégégtoujours égale 4,5.

1,4-bis(5’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidin-3’-yBut-2-ene (5)
Rf = 0,35 (CHCI,/EtOH, 95/5, V/V)
IR: 3165 (NH), 2932 (CH alkyl), 1696 (C=0 Thym),36(C=C Thym), 1278 (C-O-C).

RMN'H, (CDCk, 8): Isomére E Thymine 8,45 (s, 2H, N-H), 7,49 (g, 2H, J=1,0 Hz)HL,89 (d,
6H, J=1,0 Hz, Ch); Sucre 6,27 (dd, 2H, J=5,5 Hz, J=8,5 Hz;: 114,10 (m, 4H, KB et H;), 3,89
(dd, 2H, J=2,4 Hz, J=11,3 Hz}), 3,78 (dd, 2H, J=2,6 Hz, J=11,3 Hz;J}{ 2,43 (ddd, 2H, J=1,4
Hz, J=5,5 Hz, J=14,4 Hz,H), 1,96 (ddd, 2H, J=5,6 Hz, J=8,5 Hz, J=14,4 Hz,)HBut-2-éne
5,82 (t, 2H, J=2,7 Hz, }), 4,04 (m, 4H, [); TBDMS 0,92 (s, 18Htert-butyle), 0,12 (s, 12H, Si-
CHg); Isomere Z Thymine 8,38 (s, 2H, N-H), 7,49 (q, 2H, J=1,0 Hz)H1,91 (d, 3H, J=1,0 Hz,
CHj3); Sucre 6,26 (dd, 2H, J=5,5 Hz, J=8,5 Hz; 54,10 (m, 4H, B et H;), 3,89 (dd, 2H, J=2,4
Hz, J=11,3 Hz, H), 3,78 (dd, 2H, J=2,6 Hz, J=11,3 Hzs¢}{ 2,43 (ddd, 2H, J=1,4 Hz, J=5,5 Hz,
J=14,4 Hz, H), 1,96 (ddd, 2H, J=5,6 Hz, J=8,5 Hz, J=14,4 Hz,)HBut-2-éne 5,72 (t, 2H, J=3,8
Hz, Hg), 3,95 (m, 4H, H); TBDMS 0,92 (s, 18Htert-butyle), 0,12 (s, 12H, Si-Gj

RMN®C, (CDCE, 8): Isomére E Thymine 163,53 (C-4), 150,13 (C-2), 110,83 (C-5), 13533
6), 12,53 (CH); Sucre 85,06 (C-1’), 85,13 (C-4'), 79,49 (C-3'), 63,68-6"), 37,75 (C-2');But-2-

ene 128,94 (CB), 69,05 (Ce); TBDMS 25,93 f(ert-butyle), -5,32 (CH);_Isomére Z Thymine

163,53 (C-4), 150,13 (C-2), 110,83 (C-5), 135,336[C12,53 (CH); Sucre 85,06 (C-1’), 85,13
(C-4’), 79,49 (C-3"), 63,68 (C-5), 37,91 (C-2’But-2-éne 128,86 (CB), 65,07 (Cea); TBDMS

25,93 (ert-butyle), -5,32 (CH).

3’-O-(prop-1-enyl)-5’-O-tert-butyldiméthylsilylthymdine (4’)

RMN'H, (CDCk, 8): Isomére E Thymine 8,50 (s, 1H, N-H), 7,49 (g, 1H, J=1,1 Hzg)H1,92 (d,
3H, J=1,1 Hz, CH); Sucre 6,34 (dd, 1H, J=5,4 Hz, J=8,8 Hzy' ;4,41 (dt, 1H, J=1,7 Hz, J=5,8
Hz, H), 4,16 (m, 1H, H4"), 3,91 (dd, 1H, J=2,2 Hz, J8lHz, H.), 3,90 (dd, 1H, J=2,4 Hz,
J=11,3 Hz, Hy), 2,47 (ddd, 1H, J=1,7 Hz, J=5,4 Hz, J=13,7 Hz;)H2,00 (ddd, 1H, J=5,8 Hz,
J=8,8 Hz, J=13,7 Hz, #); Prop-1-ényle 6,07 (dg, 1H, J=1,5 Hz, J=13,0 Hz¢)H4,83 (dg, 1H,
J=6,7 Hz, J=13,0 Hz, $}i 1,56 (dd, 3H, J=1,5 Hz, J=6,7 Hz, §HTBDMS 0,93 (s, 9H ert-
butyle), 0,13 (s, 6H, Si-CHt Isomére Z Thymine 8,50 (s, 1H, N-H), 7,49 (q, 1H, J=1,1 Hz)H
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1,92 (d, 3H, J=1,1 Hz, G}t Sucre 6,30 (dd, 1H, J=5,4 Hz, J=8,8 Hz1-H 4,39 (dt, 1H, J=1,7 Hz,
J=5,8 Hz, H), 4,16 (m, 1H, k), 3,80 (dd, 1H, J=1,8 Hz, J=11,3 Hzsd{ 3,79 (dd, 1H, J=2,0 Hz,
J=11,3 Hz, Wy), 2,46 (ddd, 1H, J=1,7 Hz, J=5,4 Hz, J=13,7 Hz,)H2,01 (ddd, 1H, J=5,8 Hz,
J=8,8 Hz, J=13,7 HzH); Prop-1-ényle 5,89 (dq, 1H, J=1,6 Hz, J=13,1 Hz,)H4,57 (dq, 1H,
J=6,5 Hz, J=13,1 Hz, 1,56 (dd, 3H, J=1,6 Hz, J=6,5 Hz, §HTBDMS 0,92 (s, 9H tert-
butyle), 0,12 (s, 6H, Si-Cjj
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1,4-bis[3-(2-chloroéthyl)-5’-O-tert-butyldiméthyllsithymidin-3'-yl]but-2-éne 6
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Dans un bicol de 25 mL, on introduit 114 mg (0,1&maol) du compos® que I'on dissout
dans 9 mL de DMF anhydre. On ajoute 207 mg (1,5 lmiiibéq) de KCO; suivie d’'une injection
de 235 pL (2,98 mmol, 20 é€q) de 1,2-dichloroéthdeemélange réactionnel est mis sous agitation
magnétique et activé par irradiation micro-ondes18® W, T=80°C). Au bout de 6 minutes, la
réaction n’évolue plus. Le mélange réactionneldmsts filtré pour éliminer KCO;s, puis évaporé a
sec. Apres purification sur gel de silice (15x2 @lant :CHC4 ;100%) le produit pur est obtenu
avec un rendement de 50 %, soit 67 mg. Le pra@lagt une huile dont le mélange d’isomeére E/Z

est égala 7,8

Rf=0,63 (CHCI,/EtOH, 98/2, VIV)

RMN'H, (CDCk, 5): Isomére E Thymine 7,50 (g, 2H, J=0,9 Hz, )} 1,94 (d, 6H, J=0,9 Hz, G}
Sucre 6,31 (dd, 2H, J=5,5 Hz, J=8,3 Hz; K 4,15-4,10 (m, 4H, K et Hy), 3,90 (dd, 2H, J=2,4
Hz, J=11,3 Hz, K,), 3,79 (dd, 2H, J=2,2 Hz, J=11,3 Hzsd}{ 2,46 (ddd, 2H, J=1,4 Hz, J=5,5 Hz,
J=13,8 Hz, H,), 1,97 (ddd, 2H, J=5,5 Hz, J=8,3 Hz, J=13,8 Hz,)HBut-2-éne 5,82 (t, 2H, J=2,6
Hz, Hs), 4,05 (m, 4H, H); Chloroéthyle 4,31 (t, 4H, J=6,8 Hz, &), 3,71 (t, 4H, J=6,8 Hz, });
TBDMS 0,93 (s, 18Htert-butyle), 0,12 (s, 12H, Si-CGj}f Isomére Z Thymine 7,50 (q, 2H, J=0,9
Hz, He), 1,96 (d, 6H, J=0,9 Hz, G)§ Sucre 6,31 (dd, 2H, J=5,5 Hz, J=8,3 Hz;-;;4,15-4,10 (m,
4H, Hg et Hy), 3,90 (dd, 2H, J=2,4 Hz, J=11,3 Hzs: 44 3,79 (dd, 2H, J=2,2 Hz, J=11,3 Hzs:}}|
2,46 (ddd, 2H, J=1,4 Hz, J=5,5 Hz, J=13,8 Hz,)H1,97 (ddd, 2H, J=5,5 Hz, J=8,3 Hz, J=13,8 Hz,
Hzv); But-2-ene5,71 (t, 2H, J=2,6 Hz, §), 3,95 (m, 4H, H); Chloroéthyle 4,31 (t, 4H, J=6,8 Hz,
Ha), 3,71 (t, 4H, J=6,8 Hz, #); TBDMS 0,93 (s, 18Htert-butyle), 0,12 (s, 12H, Si-CH
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RMN®C, (CDCE, 8): Isomére E Thymine 163,22 (C-4), 150,73 (C-2), 133,76 (C-6), 110(CG3
5), 12,53 (CH); Sucre 85,77 (C-1), 85,18 (C-4'), 79,43 (C-3'), 63,68-6"), 37,95 (C-2");But-2-
éne 128,92 (CB), 69,01 (Ca); Chloroéthyle 42,18 (Ce’), 40,03 (Cf); TBDMS 25,93 f(ert-
butyle), -5,33 (Ch), -5,44 (CH);_Isomére Z Thymine 163,22 (C-4), 150,73 (C-2), 133,76 (C-6),
110,03 (C-5), 12,53 (C#t Sucre 85,77 (C-1’), 85,18 (C-4'), 79,49 (C-3"), 63,68-5"), 37,95 (C-
2’); But-2-éne 128,79 (CB), 65,10 (Ce); Chloroéthyle 42,18 (Ce’), 40,03 (C8’); TBDMS 25,93
(tert-butyle), -5,33 (CH), -5,44 (CH).
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1,4-bis[3-(2-chloroéthyl)thymidin-3’-yl]but-2-éne 7
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Dans un ballon de 25 mL, on introduit 53,2 mg (5199 mol) du composé& que I'on
dissout dans 3 mL de THF anhydre. On injecte aorsnilieu réactionnel 5QL (1,61.10* mol,
2,70 éq.) de TBAF. Le mélange réactionnel est mis sagitation magnétique et sous atmosphére
inerte. Au bout de deux heures de réaction, leemitéactionnel est évaporé a sec. Le produit brut
obtenu est purifié par chromatographie sur coucimearpréparative (Eluant : CH{ZEtOH, 90/10,
V/IV).15 mg de produit pur est recueilli sous forgliuile jaune avec un rendement de 38%. Le

rapport d'isomére E/Z est égal a 8,0.

Rf = 0,44 (CHCYEtOH, 90/10, V/V)

RMN'H, (CDCk, 5): Isomére E Thymine 7,41 (g, 2H, J=0,9 Hz, )} 1,94 (d, 6H, J=0,9 Hz, G}
Sucre 6,12 (dd, 2H, J=6,4 Hz, J=7,6 Hzy K 4,28-4,25 (m, 2H, k), 4,12-4,09 (m, 2H, ki), 3,93
(dd, 2H, J=2,6 Hz, J=11,9 Hzg¥), 3,79 (dd, 2H, J=2,8 Hz, J=11,9 Hz: )} 2,39 (ddd, 2H, J=2,8
Hz, J=6,4 Hz, J=13,6 Hz,H), 2,33 (ddd, 2H, J=1,2 Hz, J=7,1 Hz, J=13,6 Hz,)HBut-2-éne
5,82 (t, 2H, J=2,8 Hz, §), 4,07 (m, 4H, ); Chloroéthyle 4,31 (t, 4H, J=6,6 Hz, &), 3,71 (t, 4H,
J=6,6 Hz, H); Isomere Z Thymine 7,43 (q, 2H, J=0,9 Hz, §}i 1,94 (d, 6H, J=0,9 Hz, G}
Sucre 6,12 (dd, 2H, J=6,4 Hz, J=7,6 HzyH4,28-4,25 (m, 2H, k), 4,12-4,09 (m, 2H, k), 3,93
(dd, 2H, J=2,6 Hz, J=11,9 Hzgh), 3,79 (dd, 2H, J=2,8 Hz, J=11,9 Hzs }} 2,39 (ddd, 2H, J=2,8
Hz, J=6,4 Hz, J=13,6 Hz,H), 2,33 (ddd, 2H, J=1,2 Hz, J=7,1 Hz, J=13,6 Hz,)HBut-2-éne
5,75 (t, 2H, J=3,9 Hz, §), 3,98 (M, 4H, H); Chloroéthyle 4,31 (t, 4H, J=6,6 Hz, &), 3,71 (t, 4H,
J=6,6 Hz, H}).

98



RMN*C, (CDCE, 5): Isomére E Thymine 163,08 (C-4), 150,86 (C-2), 135,34 (C-6), 110(B7

5), 13,25 (CH); Sucre 88,12 (C-1), 85,18 (C-4"), 78,38 (C-3"), 62,78-"), 37,15 (C-2);But-2-

ene 129,27 (CB), 69,10 (Ca); Chloroéthyle 42,18 (Ce’), 40,01 (CB"); Ilsomere Z Thymine

163,08 (C-4), 150,86 (C-2), 110,37 (C-5), 135,346[C13,25 (CH); Sucre 88,12 (C-1’), 85,18
(C-4"), 78,38 (C-3), 62,74 (C-5), 37,15 (C-2)But-2-éne 127,00 (CB), 65,21 (Ca);

Chloroéthyle 42,18 (Ce’), 40,01 (C£").
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Dans un ballon de 100 mL, on introduit 2 g (8,26 efjnde thymidine qui sont dissout
dans 30 mL d’'un mélange DMF/THF, 1/1. On ajoute 23,02 €q.) d'imidazole, 3,1 g (2,22 é€q.)
de nitrate d’argent et 2,8 g (2,22 éq.) de TBDMS@I.milieu réactionnel est mis sous agitation et
atmosphére inerte. La réaction est suivie par CBROE/Ep, 98/2, VIV) et est arrétée au bout
d’'une nuit. Le mélange réactionnel est alors filitéepris dans 60mL d’acétate d’éthyle, puis laver
deux fois avec 5 mL d’eau, séché sur Mg®0evaporé. La purification sur colonne de si(2@ x
3,5 cm, CHCY, 100%) conduit au produit pur avec un rendemer@83% (3,8 Q).

Rf= 0,85 (ACOEVEp; 98/2; VIV); Tf 125°C ; j]p*= +11,52 (c=2; CHG)

RMN'H, (CDCE, &): Thymine 8,48 (s, 1H, N-H), 7,47 (g, 1H, J=0,8 Hzg)H1,91 (d, 3H, J=0,8
Hz, CHy); Sucre 6,33 (dd, 1H, J=5,9 Hz, J=7,9 Hzy 1 4,40 (dt, 1H, J=2,5 Hz, J=5,9 HzzH
3,94 (gé, 1H, J=2,5 Hz, 4, 3,87 (dd, 1H, J=2,5 Hz, J=11,4 Hzgd 3,76 (dd, 1H, J=2,3 Hz,
J=11,4 Hz, W), 2,25 (ddd, 1H, J=2,5 Hz, J=5,9 Hz, J=13,1 Hz,)H2,00 (ddd, 1H, J=5,9 Hz,
J=7,9 Hz, J=13,1 Hz, H); 5-O-TBDMS 0,93 (s, 9Htert-butyl8, 0,11 (s, 6H, Si-Ch), 3'-O-
TBDMS 0,89 (s, 9Htert-butyld, 0,08 (s, 6H, Si-CH).
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3’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 9
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Dans un ballon de 100 mL, on introduit 2,6 g (5,510 du produit8 que I'on dissout
dans 42 mL de méthanol anhydre et on ajoute 5% €g() de PPTSpéara toluéne sulfonate de
pyridinium). Le milieu réactionnel est mis sous agphere d’argon et sous agitation magnétique.
La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Ep, 98/2, Y/€elle-ci est terminée au bout de 20 heures,
le mélange réactionnel est alors concentré soussipreréeduite. Le résidu est repris dans 20 mL
d’acétate d’éthyle et lave trois fois avec 2 mLadie Apres contrdle du pH, on récupére la phase
organique que I'on seche sur Mg&Celle-ci est filtrée et évaporé a sec. Le produit est obtenu
avec un rendement de 73% (1,4 g). Le produit seepté sous forme d’un solide blanc.

Rf= 0,60 (ACOEVEp; 98/2; VIV) ; Tf 95°C; i]p?%= +20,41 (c=3,2; CHG)

RMN'H, (CDCk, d): Thymine 8,91 (s, 1H, N-H), 7,37 (q, 1H, J=0,9 Hzg)H1,91 (d, 3H, J=0,9
Hz, CH); Sucre 6,14 (t, 1H, J=6,8 Hz, ), 4,50 (dt, 1H, J=3,4 Hz, J=6,8 Hzg} 3,92 (m, 1H,
Hs), 3,92 (dd, 1H, J=2,4 Hz, J=12,4 Hzzd 3,75 (dd, 1H, J=3,1 Hz, J=12,4 Hzs 2,35 (dt,

1H, J=6,8 Hz, J=13,5 Hz,H), 2,22 (ddd, 1H, J=3,4 Hz, J=6,8 Hz, J=13,5 Hz,)HTBDMS 0,89

(s, 9H,tert-butylg, 0,09 (s, 6H, Si-Ch).
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5'-0O-allyl-3’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidine 10
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Dans un ballon de 100 mL, sous atmosphére d’argonntroduit 1,43 g (4 mmol) de
produit9 dans 20 mL de THF anhydre et 400 mg (2,5 éq.)dtime de sodium en suspension a
60% dans une huile minéral. Au bout de 15 minuesahication, 0,86 ml (2,5 éq.) de bromure
d’allyle sont ajoutés. La réaction est terminéebaut de 6 minutes de sonication. Le mélange
réactionnel est versé dans 5 mL d’'une solutionréatde chlorure d’'ammonium, puis est repris
deux fois dans 60 mL de chloroforme et lavé avanlsd’eau puis séché sur Mggdiltré et
eévaporeé. Le produit brut obtenu est purifié paoatatographie sur colonne de gel de silice (éluant
CHCl3, 100%). 1,13 g de produit pur est recueilli sausnie d’'un solide blanc avec un rendement
de 71%.

Rf = 0,49 (CHCYELOH:; 95/5; VIV); Tf= 99°C; p]p?’= +21,96 (c=1,6; CHG)

RMN'H, (CDCE, &): Thymine 8,46 (s, 1H, N-H), 7,65 (g, 1H, J=0,8 Hzs)H1,89 (d, 3H, J=0,8
Hz, CH); Sucre 6,33 (t, 1H, J=6,5 Hz, #), 4,45 (dt, 1H, J=2,5 Hz, J=6,5 Hza 4 3,98 (qé, 1H,
J=2,5 Hz, B), 3,76 (dd, 1H, J=2,4 Hz, J=10,7 Hzz:Hi 3,59 (dd, 1H, J=2,3 Hz, J=10,7 Hzs
2,25 (ddd, 1H, J=2,5 Hz, J=6,5 Hz, J=13,3 Hz.)H2,12 (dt, 1H, J=6,5 Hz, J=13,3 Hzo#}:
TBDMS 0,89 (s, 9Htert-butyld, 0,08 (s, 6H, Si-CH); Allyle: 5,92 (ddt, 1H, J=5,3 Hz, J=10,3 Hz,
J=17,2 Hz, K, 5,30 (dg, 1H, J=1,5 Hz, J=17,2 Hz,)H5,24 (dq, 1H, J=1,5 Hz, J=10,3 Hz,H
4,06 (M, 2H, H).

RMN®C, (CDCE, §): Thymine 163,69 (C-4), 150,24 (C-2), 136,03 (C-6), 110(685), 12,56
(CHs); Sucre 86,47 (C-4'), 85,03 (C-1"), 72,39 (C-5), 72,08-@"), 41,39 (C-2"):Allyle: 134,00
(CP), 117,56 (Cy), 69,50 (Ce); TBDMS 25,72 (GHstert-butyle), 4,87 (Si-El).
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1,4-bis(3’-O-tert-butyldiméthylsilylthymidin-5’-yBut-2-éne 11
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Dans un bicol de 25 mL, sous atmosphere d’argorinwaduit 138 mg (0,17 mmol) de
produit 10 dissous dans 4 mL de dichlorométhane anhydre. 10062 mmol, 36% molaire) de
bis(tricyclohexylphosphine)dichlororuthénium (IV)ettzylidéene sont dissous dans 5 mL de
dichlorométhane anhydre, et sont ajoutés progressnt au mélange réactionnel. Le mélange est
placé sous agitation magnétique et activé par iat@th micro-ondes (p=80 W, T=38°C). La
réaction est suivie par CCM (GEI/EtOH, 95/5, V/V). Au bout de 6 heures, la réactivévolue
plus et le milieu réactionnel est alors évaporé. réeidu est purifié sur plagques de silice
(CH.CI,/EtOH, 95/5, V/V), on obtient 52 mg (39%) de prddsnus forme d’'une mousse colorée.

L’analyse montre la présence de deux isomereswaveapport/Z=5.

Rf = 0,57 (CHCI,/EtOH, 95/5, V/V)

RMN'H, (CDCk, 8): Isomére E Thymine 8,22 (s, 2H, N-H), 7,57 (g, 2H, J=1,0 Hz)HL1,88 (d,
6H, J=1,0 Hz, Ch); Sucre 6,28 (t, 2H, J=6,4 Hz, }), 4,42 (dt, 2H, J=3,8 Hz, J=6,2 Hzz K 3,97
(m, 2H, Hy), 3,72 (dd, 2H, J=2,7 Hz, J=10,6 Hzs 44 3,58 (dd, 2H, J=2,6 Hz, J=10,6 HzsJ}

2,26 (ddd, 2H, J=3,8 Hz, J=6,2 Hz, J=13,3 Hz,)H2,12 (dt, 2H, J=6,2 Hz, J=13,3 Hz;#§} But-

2-ene 5,83 (t, 2H, J=2,5 Hz, ¢}, 4,07 (m, 4H, H); TBDMS 0,89 (s, 18Htert-butyle), 0,08 (s,
12H, Si-Ch); Isomére Z Thymine 8,22 (s, 2H, N-H), 7,55 (g, 2H, J=0,9 Hz;)H1,90 (d, 6H,
J=0,9 Hz, CH); Sucre 6,29 (t, 2H, J=6,2 Hz, 1), 4,42 (dt, 2H, J=3,8 Hz, J=6,2 Hzz 3,97 (m,
2H, Hy), 3,70 (dd, 2H, J=2,7 Hz, J=10,4 Hzs 41 3,59 (dd, 2H, J=2,6 Hz, J=10,4 HzsJ}{ 2,26
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(ddd, 2H, J=3,8 Hz, J=6,2 Hz, J=13,3 Hz4 2,12 (dt, 2H, J=6,2 Hz, J=13,3 Hzz} But-2-&ne
5,76 (t, 2H, J=3,8 Hz, §, 4,07 (m, 4H, H); TBDMS 0,88 (s, 18Htert-butyle), 0,07 (s, 12H, Si-
CH).

RMNC, (CDCE, §): Isomére E Thymine 163,91 (C-4), 150,36 (C-2), 136,24 (C-6), 110(65

5), 12,62 (CH); Sucre 87,35 (C-4’), 84,80 (C-1'), 72,51 (C-3'), 72,40-6’), 41,40 (C-2');But-2-

ene 134,96 (CB), 79,13 (Ce); TBDMS 25,72 {ert-butyle), -4,86 (CH); lsomére Z Thymine

163,75 (C-4), 150,27 (C-2), 136,12 (C-6), 110,655[C12,58 (CH); Sucre 87,30 (C-4’), 84,77
(C-1'), 72,45 (C-3"), 72,30 (C-5), 41,38 (C-2'But-2-éne 133,12 (CB), 74,87 (Ce); TBDMS

25,72 (ert-butyle), -4,86 (CH).
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1,4-bis[3-(2-chloroéthyl)-3’-O-tert-butyldiméthyllsithymidin-5-yl]but-2-éne 12
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Dans un bicol de 25 mL, on introduit 113 mg (0,1mal) du composédl1 que I'on dissout
dans 9 mL de DMF anhydre. On ajoute 207 mg (1,5 lihtoéq) de KCO; suiviede 233 pL (2,96
mmol, 20 éq) de 1,2-dichloroéthane. Le mélangeticatel est mis sous agitation magnétique et
activé par irradiation micro-ondes (P=150 W, T=80% bout de 12 minutes, la réaction n’évolue
plus. Le mélange réactionnel est alors filtré péliminer K;COs;, puis évaporé a sec. Apres
purification sur plagues de silice (CH®EtOH, 98/2, V/V) le produit pur est obtenu avec un
rendement de 52%, soit 28 mg. Le prodidest une huile dont le mélange d’'isomErEg est égal a
2,9.

Rf = 0,90 (CHCYEtOH, 95/5, VIV)

RMN'H, (CDCk, 5): Isomére E Thymine 7,58 (g, 2H, J=0,9 Hz, ¢} 1,91 (d, 6H, J=0,9 Hz, G}
Sucre 6,32 (t, 2H, J=6,4 Hz, H), 4,41 (dt, 2H, J=3,1 Hz, J=7,9 Hzg} 3,99-3,97 (m, 2H, ki),
3,60 (dd, 2H, J=2,9 Hz, J=11,4 Hzs§ 3,57 (dd, 2H, J=3,1 Hz, J=11,4 HzsJ)| 2,28 (ddd, 2H,
J=3,1 Hz, J=6,4 Hz, J=13,3 Hzy}), 2,12 (ddd, 2H, J=3,1 Hz, J=6,4 Hz, J=13,3 Hz,)HBut-2-
ene 5,83 (t, 2H, J=2,7 Hz, §)l, 4,07 (m, 4H, H); Chloroethyle 4,31 (t, 4H, J=6,8 Hz, ), 3,72 (t,
4H, J=6,8 Hz, i#); TBDMS 0,89 (s, 18Htert-butyle), 0,08 (s, 12H, Si-Gijt Isomére Z Thymine
7,57 (q, 2H, J=1,0 Hz, §1 1,92 (d, 6H, J=1,0 Hz, G Sucre 6,32 (t, 2H, J=6,4 Hz, 1), 4,41 (dt,
2H, J=3,1 Hz, J=7,9 Hz,4), 3,99-3,77 (m, 2H, k), 3,60 (dd, 2H, J=2,9 Hz, J=11,4 Hz}{ 3,57
(dd, 2H, J=3,1 Hz, J=11,4 Hzg¥), 2,28 (ddd, 2H, J=3,1 Hz, J=6,4 Hz, J=13,3 Hz,)H2,12 (ddd,
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2H, J=3,1 Hz, J=6,4 Hz, J=13,3 Hza#}t But-2-éne 5,76 (t, 2H, J=3,8 Hz, #), 4,14 (M, 4H, H);
Chloroéthyle 4,31 (t, 4H, J=6,8 Hz, §), 3,72 (t, 4H, J=6,8 Hz, #); TBDMS 0,89 (s, 18Htert-
butyle), 0,08 (s, 12H, Si-CHl

RMNC, (CDCE, 8): Isomére E Thymine 163,18 (C-4), 150,74 (C-2), 134,30 (C-6), 10969
5), 13,30 (CH); Sucre 86,19 (C-4"), 85,76 (C-1'), 71,78 (C-3’), 69,6C-5’), 41,34 (C-2');But-2-
ene 129,14 (CB), 71,32 (Ca); Chloroéthyle 42,13 (Ce’), 40,07 (Cf’); TBDMS 25,70 (ert-
butyle), -4,66 (Ch), -4,86 (CH);_Isomére Z Thymine 163,18 (C-4), 150,74 (C-2), 134,23 (C-6),
109,80 (C-5), 13,35 (C¥t Sucre 86,09 (C-4'), 85,68 (C-1’), 71,68 (C-3'), 69,6€-5"), 41,30 (C-
2’); But-2-éne 129,10 (CB), 71,22 (Ca); Chloroéthyle 42,13 (Ce’), 40,07 (C8’); TBDMS 25,70
(tert-butyle), -4,66 (CH), -4,86 (CH).
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Dans un ballon de 25 mL, on introduit 14 mg (0,0@610l) du composd?2 que I'on
dissout dans 3 mL de THF anhydre. On injecte alarss le milieu réactionnel 18- (0,043 mmol,
2,70 éq.) de TBAF. Le mélange réactionnel est mis sagitation magnétique et sous atmosphére
inerte. Au bout de deux heures de réaction, leemiéist évaporé a sec. Le produit brut obtenu est
purifié par chromatographie sur couche mince padper (Eluant : CHGIEtOH, 90/10, V/V). 8
mg de produit pur est recueilli sous forme d’hydene avec un rendement de 71%. Le rapport

d’'isomére E/Z est égal a 3,0.

Rf = 0,41 (CHCYJEtOH, 90/10, V/V)

RMN'H, (CDCk, 3): Isomére E Thymine 7,59 (g, 2H, J=0,7 Hz, ¢} 1,91 (d, 6H, J=0,7 Hz, G}
Sucre 6,32 (t, 2H, J=6,3 Hz, 1), 4,48-4,47 (m, 2H, k), 4,07 (dté, 2H, J=3,2 Hz, J=6,6 Hzy )}
3,74 (dd, 2H, J=3,2 Hz, J=10,3 Hzs:¥ 3,67 (dd, 2H, J=3,3 Hz, J=10,3 Hzz i 2,37 (ddd, 2H,
J=2,1 Hz, J=6,3 Hz, J=13,5 Hzy§), 2,21 (ddd, 2H, J=2,1 Hz, J=6,3 Hz, J=13,5 Hz,)HBut-2-
ene 5,80 (t, 2H, J=2,8 Hz, #), 4,12-4,08 (m, 4H, k); Chloroéthyle 4,30 (t, 4H, J=6,8 Hz, {),
3,72 (t, 4H, J=6,8 Hz, #); Isomere Z Thymine 7,53 (q, 2H, J=0,6 Hz, 4 1,92 (d, 6H, J=0,6 Hz,
CHj3); Sucre 6,34 (t, 2H, J=6,3 Hz, 1), 4,48-4,47 (m, 2H, ki), 4,07 (dté, 2H, J=3,2 Hz, J=6,6 Hz,
Hy), 3,74 (dd, 2H, J=3,2 Hz, J=10,3 Hzs i 3,67 (dd, 2H, J=3,3 Hz, J=10,3 Hzs:J)}{ 2,37 (ddd,
2H, J=2,1 Hz, J=6,3 Hz, J=13,5 Hzz: | 2,21 (ddd, 2H, J=2,1 Hz, J=6,3 Hz, J=13,5 Hz,)HBut-
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2-8ne 5,76 (t, 2H, J=3,8 Hz, #, 4,12-4,08 (m, 4H, K); Chloroéthyle 4,30 (t, 4H, J=6,8 Hz, &),
3,72 (t, 4H, J=6,8 Hz, §).

RMN'C, (CDCE, 8): Isomére E Thymine 163,44 (C-4), 150,66 (C-2), 134,53 (C-6), 109G3
5), 13,30 (CH): Sucre 85,94 (C-1'), 85,61 (C-4'), 71,63 (C-3'), 69,96-6"), 41,07 (C-2"):But-2-
éne 129,20 (CB), 67,09 (Ca); Chloroéthyle 42,15 (Cer’), 40,10 (CP’); Isomére Z Thymine
163,44 (C-4), 150,74 (C-2), 109,88 (C-5), 134,456JC13,36 (CH); Sucre 85,85 (C-1’), 85,69
(C-4), 71,59 (C-3'), 70,07 (C-5), 41,07 (C-2)But-2-ene 129,29 (CB), 67,00 (Ca):
Chloroéthyle 42,15 (Ce’), 40,10 (C£).
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1-éthoxycarbonylméthylthymine 14 1,3-di(éthoxycanytméthyl)thymine 14’
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Dans un bicol de 50 mL, on introduit 756 mg de tmen(6 mmol) dissout dans 20 mL de

DMF et mis en présence de 1,1 équivalents d’hydilarsodium soit 264 mg. Le milieu réactionnel
est alors activé par irradiation micro-ondes peh@aminutes a 100°C et 300 W. On injecte alors
1,1 équivalents de bromoacétate d'éthyle (750 plL)rdlieu réactionnel, le temps d’irradiation

micro-ondes est de six minutes (2x3 min, 100 °@ ¥0). Apres évaporation et purification par

chromatographie sur gel de silice avec un graddéluant d’éther de pétrole/acétone, nous
obtenons la 1-éhoxycarbonylméthylthmihé (solide blanc) et la 1,3-di(éthoxycarbonylméthyl)-
thyminel4’ (huile) avec des rendements respectifs de 74%r@H) %kt 10% (178 mg).

1-éthoxycarbonylméthylthymine 14

Rf = 0,21 (EP/Acétone/Toluéne, 4/3/4, VIVIV) ; Tf166°C ; IR (cril): 3100 (N-H), 1720 (C=0,
ester), 1700 (C=0, thym), 1670 (C=C).

RMNH, (DMSO, 8): 11,30 (s, 1H, N-H), 7,48 (sé, 1HeH1,76 (sé, 3H, Chithym), 4,45 (s, 2H,
CHy), 4,14 (q, 2H, J=7,1 Hz, G8Hy), 1,21 (t, 3H, J=7,1 Hz, Gi&H5)

RMN®C, (DMSO, 8): 168,07 (©0), 164,15 (G), 150,82 (G), 141,43 (@), 108,44 (), 60,98
(OCH,CHs), 48,30 (CH), 13,89 (CH thym), 11,71 (OChCHa).

1,3-di(éthoxycarbonylméthyl)thymine 14’

Rf = 0,48 (EP/Acétone/Toluéne, 4/3/4, VIVIV); IRW(E): 1721 (C=0, ester), 1706 (C=0, thym),
1675 (C=C).

RMN'H, (DMSO,8): 7,5 (g, 1H, J=1 Hz, H6), 1,77 (d, 3H, J=1 Hz,&hRym), 6,11 (g, 2H, J=7,1
Hz, CHCHs), 5,9 (g, 2H, J=7,1 Hz, Ci€Hs), 4,65 (s, 2H, Ch), 4,47 (s, 2H, Ch), 1,27 (t, 3H,
J=7,1 Hz, CHCHs), 1,23 (t, 3H, J=7,1 Hz, CiEHy).
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N,N-di-(2-hydroxyéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamide 15
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Dans un ballon de 100 mL, on introduit 1g (4,72 fndo composél4 que I'on dissout
dans 30 mL d’éthanol, on ajoute 4,50 mL (47,2 mnadel)diéthanolamine. Le ballon est surmonté
d’'un réfrigérant, plongé dans un bain d’huile paadfé a 80°C et mis sous agitation magnétique.
La réaction est alors laissée a reflux toute l& g milieu réactionnel est évaporé puis purifée p
chromatographie avec un gradient d’éluant de@HEtOH. Le composé&5 est obtenu sous forme

d’un solide blanc avec un rendement de 93% (1,18Q).

Rf = 0,52 (CHCYEtOH, 50/50, V/V); Tf = 193 °C.

RMN*H, (CDsOD, &): 7,17 (q, 1H, J=1 Hz, §}, 1,91 (d, 3H, J=1 Hz, C¥thym), 4,73 (s, 2H, C}),
3,79 (t, 2H, J=5,2 Hz, OGIEH,N), 3,74 (t, 2H, J=5,5 Hz, OGIBH,N), 3,57 (t, 2H, J=5,2 Hz,
OCH,CH:N), 3,53 (t, 2H, J=5,5 Hz, OGBH:N).

RMN®C, (CD,OD, d): 168,8 (®N), 166,1 (G), 152,4 (G), 142,7 (G), 110,8 (G), 60,1
(OCH,CH,N), 59,9 (OCGH,CH,N), 51,4 (OCHCH,N), 50,1 (OCHCHN), 49,3 (CH), 12,2 (CH
thym).

SM: (M+H)+ m/z 272, (M+NH4+) m/z 289.
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N,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(thymin-1-yl)acétamide 16

Dans un ballon de 25 mL, on introduit 100 mg (Ormhol) de composd5 que I'on
dissout dans 2 mL de chlorure de thionyle. Le miliéactionnel est mis sous agitation magnétique
et a température ambiante pendant cing heuressAwaporation, le brut réactionnel est purifié sur
plague de silice en utilisant I'éluant AcCOEt/EtO®8)/10, V/V. Le composd6 est obtenu sous
forme de solide blanc avec un rendement de 669m@)5

Rf = 0,38 (AcOEt/EtOH, 90/10, V/V) ; Tf = 188 °C.

RMN'H, (CD;OD, &): 7,02 (sé, 1H, &), 1,93 (sé€, 3H, Ckithym), 4,62 (s, 2H, CH, 3,85 (t, 2H,
J=5,8 Hz, CICHCH,N), 3,77 (t, 2H, J=5,8 Hz, CIGI€H,N), 3,71 (m, 4H, CICLCH,N).

RMN®C, (CD;OD, §): 167,4 (®N), 164,5 (G), 151,2 (G), 141,1 (), 110,9 (G), 50,3
(CICH,CH;N), 49,2 (CIGH,CH,N), 41,5 (CICHCH:N), 41,2 (CICHCH2N), 48,2 (CH), 12,3 (CH
thym).

SM: (M+H)" m/z 308, 310 et 312, (M+Nf) m/z 325, 327 et 329.
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1-éthoxycarbonyluracile 17
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Nous appliqguons le mode opératoire décrit pourylahese du composi4, en faisant
réagir cette fois 2 g (17,8 mmol) d’uracile dansmbb de DMF. On ajoute 783 mg (19,6 mmol)
d’hydrure de sodium, suivie par trois minutes diation micro-ondes. On injecte 2,17 mL (19,6
mmol) de bromoacétate d’éthyle, suivie de six n@sut’activation micro-ondes. Apres évaporation
et purification par chromatographie, on récupérprtaluit 17, solide blanc, avec un rendement de
68% (2,2 g).

Rf = 0,22 (EP/Acétone/Toluéne, 4/3/4, VIVIV) ; Tf139 °C ; IR (crif): 3100 (N-H), 1720 (C=0,
ester), 1700 (C=0, thym), 1670 (C=C).

RMN'H, (DMSO,8): 11,39 (s, 1H, N-H), 7,62 (d, 1H, J=7,9Hz)}5,61 (d, 1H, J=7,9Hz §)| 4,51
(s, 2H, CH), 4,15 (q, 2H, J=7,1 Hz, GBH), 1,21 (t, 3H, J=7,1 Hz, GiEHy).

RMN®C, (DMSO, 3): 168,16 (©0), 163,75 (G), 150,96 (G), 145,89 (§), 101,08 (§), 61,20
(OCH»CHs), 48,61 (CH), 14,02 (OCHCHs).

112



N,N-di-(2-hydroxyéthyl)-2-(uracil-1-yl)acétamide 18
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Le composél8 est obtenu selon le méme mode opératoire utilmé pa synthese du
composéls. A partir de 450 mg (2,3 mmol) de compdsé 15 mL d’éthanol et 2,2 mL (2,27

mmol) de diéthanolamine. Le compo%& est obtenu aprés purification sous forme d’undsoli

blanc avec un rendement de 94% (550 mg).

Rf = 0,25 (CHCYEtOH, 50/50, V/V); Tf =142 °C

RMN'H, (DMSO, &): 11,36 (s, 1H, N-H), 7,43 (d, 1H, J=7,8 Hz)}6,55 (d, 1H, J=7,8 Hz,
4,66 (s, 2H, Ch), 3,58 (t, 2H, J=5,5 Hz, OGIBH,N), 3,47 (t, 2H, J=6,1 Hz, OGEH,N), 3,44 (t,
2H, J=5,5 Hz, OCLCH:N), 3,35 (t, 2H, J=6,1 Hz, OGEH,N).

RMN™C, (DMSO, d): 166,76 (®N), 163,79 (G), 150,98 (G), 146,58 (), 100,35 (G), 60,25
(OCH2CH;,N), 58,75 (Q®1,CH;N), 51,52 (OCHCH;N), 49,63 (OCHCH.N), 48,48 (CH).
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N,N-di-(2-chloroéthyl)-2-(uracil-1-yl)acétamide 19
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Le composél8 est obtenu en appliquant le mode opératoire dgorir la synthése du
composél6. On fait régir 132 mg (0,51 mmol) de compdgé&lans 2,6 mL de chlorure de thionyle.
Le composéd 9 est obtenu aprés purification sous forme de sdiidec avec un rendement de 64%
(96 mgQ).

Rf = 0,35(AcOEt/EtOH, 90/10, V/V) ; Tf =183 °C

RMN'H, (DMSO, &): 11,40 (s, 1H, N-H), 7,02 (d, 1H, J=7,8 Hz) 5,63 (d, 1H, J=7,8 Hz, )
4,64 (s, 2H, Ch), 4,42 (t, 2H, J=5,1 Hz, CIGIEH,N), 3,96 (t, 2H, J=6,2 Hz, CIGIEH,N), 3,35
(7, 2H, 3= 6,2 Hz, CICKCH,N),3,29 (t, 2H, J=5,1 Hz, CIGIEH,N).

RMNYC, (DMSO, &): 159,1 (®N), 154,8 (G), 142,0 (G), 1375 (), 92,2 (G), 51,2
(CICH,CH,N), 39,4 (CH), 39,1 (CICHCH.N), 38,5 (CIGH,CH,N), 31,7 (CICHCH.N).

SM: (M+H)" m/z 294, 296 et 298, (M+Njpm/z 316, 318 et 320.
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1-tert-butoxycarbonylméthylthymine 24

Le composé&4 est synthétisé par activation micro-ondes, setomdbde opératoire utilisé
pour la préparation du compoé en utilisant le bromoacétate thrt-butyle a partir de 23,8 mmol
de thymine. Aprés purification sur colonne de silion recueille 4,28 g de compd=&(75 %) sous

forme d’'un solide blanc.

Rf = 0,2(EP/Acétone/Toluéne, 4/3/4, VIVIV) ; Tf = 193 °C
RMN'H, (DMSO,d): voir tableau I1.5.

RMN*C, (DMSO,): voir tableau Il1.5.
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1-(tert-butoxycarbonylméthyl)-4-(1,2,4-triazolyl)yimine 25

H,C—C—0tBu

Dans un bicol de 100 mL, on introduit 2,760 g dazwole (9,6 €q.), 780 uL de PQQR
€q.) et 50 mL d’acétonitrile. On place le balloms@gitation magnétique a 0°C et on ajoute goutte
a goutte, a l'aide d’'une ampoule de coulée, 5,40dmkriéthylamine (9,2 éq.). 1,00 g du prodit
sont alors rajoutés a température ambiante. Oé&uiiution de la réaction par CCM dans I'éluant
CHCIy/EtOH, 90/10, V/V. Aprés 3 heures de réaction, ute au brut réactionnel 3,5 mL de
triéthylamine et 2 mL d'eau, au bout de 10 minueesmélange est évaporé a sec. Le brut
réactionnel est place dans une ampoule a décardgerl® mL d’'une solution basique saturée de
NaHCG; et 50 mL de chloroforme, on récupere la phasenigge et on extrait la phase aqueuse
avec 50 mL de chloroforme. Les deux phases orgamigont rassemblées et séchées sur MgSO
Apres filtration et évaporation du solvant, on e le compos@5 avec un rendement quasi-

guantitatif. Le composg5 se présente sous forme d’huile jaune.

Rf = 0,54(CHCI/EtOH, 90/10, V/V)
RMN'H, (DMSO,d): voir tableau I11.6.

RMN*C, (DMSO,3): voir tableau Il1.6.

116



1-(tert-butoxycarbonylméthyl)-4-(amino)thymine 27

Dans un ballon de 50 mL, on introduit 309 mg de posé25 que I'on dissout dans 10 mL
d’une solution d’'ammoniac 7 molaire dans le méthadmmballon est mis sous agitation magnétique
et plongé dans un bain d’huile préchauffé a 45°€ réaction est suivie par CCM dans I'éluant
CHCI/EtOH, 50/50, V/V. Apres 4 heures de réaction, flet biéactionnel est évaporé a sec. Le
composé27 est obtenu, apres purification sur colonne deesilavec un rendement de 58 % soit
147,3 mg.

Rf = 0,67(CHCI/EtOH, 50/50, V/V.) ; Tf =216°C

RMNH, (DMSO,3): 8,28 (s, 2H, NH), 7,38 (s, 1H, &, 4,29 (s, 2H, N-CHCOO), 1,81 (sé, 3H,
CH thy), 1,41 (s, 9H, tBu).

RMN®C, (DMSO0,9): 167,8 (N-CH-COO), 165,9 (G), 155,7 (G), 143,6 (G), 100,3 (G), 81,0 (G
(CHs)s), 50,1 (N-GH,-COO), 27,6 (C-(El3)3), 12,8 (CH thy).

SM: (M+Na") m/z 262.
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1-(tert-butoxycarbonylméthyl)-4-[N,N-di-(2- 1-(tert-butoxycarbonylméthyl)-4-[(2-

chloroéthyl)amino]thymine 28 chloroéthyl)amino]thymine 28’
Cl cl Cl
N
N N
HaC ‘ XN HaC ‘ N
N/&o N/go
Hzc—ﬁ—OtBu Hzc—ﬁ—OtBu
o]

Dans un ballon de 25 mL, on introduit 55,7 mg dmposé27 que I'on dissout dans 5 ml
de DMF. On ajoute 160 mg soit 5 équivalents dE®; et on injecte 96 pL soit 5 équivalent de 1-
bromo-2-chloroéthane. Le ballon est mis sous agitatnagnétique et est plongé dans un bain
d’huile préchauffé a 80°C. La réaction est suivae @CM dans I'éluant CHgEtOH, 80/20, V/V.
Apres cing jours de réaction, le milieu réactionesti évaporé a sec et purifié par chromatographie
sur couche mince préparative (éluant : CH#EOH, 80/20, V/V). On récupére 20 mg soit 23 % de
produit dialkylé28 et 7 mg soit 12 % de produit monoalkyl&'. Les deux produits se présentent

sous un aspect huileux.
1-(tert-butoxycarbonylméthyl)-4-(N,N-di-(2-chloroéyl)amino)thymine 28
Rf =0,73(CHCI/EtOH, 80/20, V/V)

RMN'H, (DMSO,d): voir tableau I11.8.

SM : (M+H)" m/z 364, 366 et 368, (M+Npm/z 386, 388 et 390.
1-(tert-butoxycarbonylméthyl)-4-(2-chloroéthyl)amithymine 28’

Rf =0,40(CHCIy/EtOH, 80/20, V/V)

RMN'H, (DMSO,d): voir tableau I11.8.

SM : (M+H)" m/z 302 et 304, (M+Nam/z 324 et 326.
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V.6. EVALUATIONS BIOLOGIQUES —MATERIELS ET METHODES
V.6.1. Matériels chimiques

Nous avons étudiés les effets biologiques de sibécntes synthétisees, les compobEe?,
7, 13,16, 19. Les solutions meres sont préparées extemporanénmears*molécules sont dissoutes
dans de I'eau distillée a une concentration de M (pH 7,4). Pour des raisons de solubilité, le
chlorambucil, qui servira de référence, est prépamds I'éthanol a une concentration de 10 mM.

L’éthanol n'ayant pas d’effet cytotoxique sur ledlales cancéreuses.
V.6.2. Matériels biologiques
V.6.2.1. Lignée cellulaire

Les études ont été menées sur des cellules dgri@elitumorale A431 provenant de
'ATCC (American Type Collection Culture). Cettegfiée d’'un carcinome épidermoide vulvaire
humain se caractérise par une morphologie de eslipithéliales et un grand nombre de récepteurs
a 'EGF* Par ailleurs, ces cellules sécrétent une quaitigortante de VEGF, favorisant
I'angiogenésé’

V.6.2.2. Culture cellulaire

La lignée cellulaire est cultivée dans un milieucddéure DMEM (4500mg/mL de glucose,
pyruvate de sodium et glutaMAX), enrichi de 10%séeum de veau feetal (SVF) décomplémenté et
contenant un mélange d’antibiotiques (50UlI/mL denigiline, 50pg/mL de streptomycine)
(Invitrogen). Les cellules sont ensemencées dass T#& (Falcon) & raison de 5°1@ 10
cellules/10mL de milieu de culture et maintenueseliture dans un incubateur a 37°C et 5% de
CO, en atmosphére humide. A confluence, les celluteg sEncées avec une solution saline de
phosphate tamponnée (PBS ; Gibco) puis détachéampasolution de trypsine-EDTA (0,025% de
trypsine, 0,01% d'EDTA ; Invirogen) et ré-ensemerxcéu 1/18™ de la confluence dans de

nouvelle boites de culture. Chaque trypsinatiomespond a un passage numérote.
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V.6.3. Etude in-vitro
V.6.3.1. Etude de la viabilité cellulaire
a. Tests MTT

L’effet des différents composés sur la viabilitéudaire a été étudié grace a un test MTT
(bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diplyéiétrazolium ; Sigma-Aldrich) (Mosmann,
1983).

i) Principe du test MTT

Les sels de tétrazolium, comme le MTT, peuvent @daits en milieu alcalin et donner un
composé coloré : le bleu de formazan. Les mitochesdont capables de réaliser cette réduction
grace a leurs déshydrogénases membranaires. Agnsgmbre de mitochondries fonctionnelles,
proportionnel au nombre de cellules vivantes, g quantifié en fonction de l'intensité de la

coloration.

i) Etude des effets de doses et du temps

Les cellules sont ensemencées dans des plaque8 peit9 (Falcon) a raison de 5°10
cellules/100uL dans du milieu complet (10% de S\Apres 24h de culture, le milieu est enlevé et
remplacé par du milieu & 2% de SVF contenant daesesdrations croissantes de produits (15uM,
30uM, 60uM, 125uM, 250uM, 500uM, et ImM). Apres dehtraitement, les cellules sont rincées
au PBS puis incubées avec 100uL de MTT (0,2mg/mPBI8) pendant 4h a 37°C et 5% de,CO
Le MTT, réduit en bleu de formazan, est solublig& paddition de 100uL/puits de DMSO
(diméthylsulfoxide ; Sigma-Aldirch). La densité mpte (DO) est mesurée a 595nm grace a un
lecteur de plaque Labsystem Multiskan MS. Le pouage de viabilité cellulaire (%V) est

déterminé selon la formule suivante :
%V:[DO cellule traitées!MOY(DO cellules non traitéea]-loo
V.6.4. Etude de la migration et de I'invasion cellulaires

Nous avons étudié les effets de certains produitthétisés et celui du chlorambucil sur la
migration et I'invasion des cellules A431. Pourageious avons utilisé des chambres de cultures
(ou chambre de migration) appelées chambres dedBof8lecton Dickinson). Ces chambres sont
composées d'inserts constitués d’une membrane g@reéuembrane de 0,3 &npores de 8um),

placés dans des plaques de 24 puits (plaques camparialcon ; Becton Dickinson).
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V.6.4.1. Préparation des inserts pour la migration

Pour I'étude de la migration cellulaire, I'intérredes inserts (déposés dans les puits de
plaque companion) est recouvert de 100ul de filmtome (2 100pug/mL dans du PBS) par inserts.
Apres une nuit a 4°C, I'excédent de fibronectineegdeve, les membranes sont rincées deux fois
au PBS puis saturées 1 heure avec 1% de BSA (Aflubovine ; Sigma-Aldrich). Le milieu avec
1% BSA est enlevé.

V.6.4.2. Préparation des inserts pour lI'invasion

Pour I'étude de l'invasion cellulaire, I'intériedles inserts (déposés dans les puits de la
plague companion) est recouvert par 100uL de nehtig 10mg/mL dans du PBS; Becton
Dickinson). La plaque de culture est alors placgéesd’incubateur & 37°C pendant 3 heures, puis
sous une hotte a flux laminaire (12 a 24 heures) permettre la polymérisation du Matrigel. Les

inserts sont stockés a 4°C puis réhydratés 24 fewant I'expérience avec 500uL de milieu.
V.6.4.3. Préparation des cellules pour la migration

Les cellules A431 sont ensemencées dans des T2&isanrde 1,7.10a 2.16
cellules/SmL/T25 dans du milieu de culture a 10%58-. Apres 24h, les cellules sont rincées au
PBS puis traitées par 50 ou 100uM de produitsddsii@ition dans du milieu 10% SVF). Apres les
traitements par les différentes molécules, lesulsdlsont rincées au PBS, détachées a la trypsine,
puis comptées. Les cellules sont alors diluées damsilieu dépourvu de sérum mais additionné de
0,1% de BSA.

V.6.4.4. Préparation des cellules pour I'invasion

Les cellules ne sont pas pré traitées, mais s@sda@n méme temps que les produits testés
a 50 ou 100uM dans les inserts.

V.6.4.5. Migration cellulaire

Les cellules prétraitées et non traitées (témaog} déposées dans les inserts recouverts
de fibronectine a raison de 10%i®llules/500 pL/insert dans du milieu & 0,1% deéBBu milieu
a 10% de SVF est placé comme chémoattractant dsnguits de la plague companion (500
pL/puits), afin de permettre la formation d'un gead chimiotactique de part et d’autre de la
membrane poreuse (Schéma V.1). Aprés 24h de nugrdans l'incubateur a 37°C, le surnageant
est enlevé et les inserts sont rincés au PBS swuehface. Les cellules n’ayant pas migré a travers
les pores (face interne des inserts) sont élimip@esgrattage avec un coton-tige, celles qui ont
migré sur la fibronectine (face externe des inyextst fixées pendant 10min au méthanol, puis
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colorées au cristal violet. Les cellules sont caaptau microscope (Zeiss Axiophot). L’ensemble
des cellules est compté ‘grossissement x200) gbdescentages de migration sont déterminés en
comparant le nombre de cellules pré-traitées quinaigré (Nried au nombre de cellules non

traitées qui ont migré (M traitee)- AiNSi :

%Migration= (N traitees/Nnon traitées)- 100

-Incubation 20 h 4 37°C
- Grattage des inserts au coton

100 uM Fibronectine nge
(100 pg/mL - Fixation 3 minutes
pendant 24 ha 47C Insart - Paraformaldéhyde 4 %o
| -Rincage a leau
“'\ - Coloration a I'Hemalun pendant
Snncages PBS \\’[ 3 minutes
Blocage 1% B5A

—Cellules A431 (30 000 dans 2530 pL
de milieu avec 0,1 % BSA)

: MMembrane Plaque companion
a 1|} 'l'-:u 51"1'_ PET % Lim {-_J.-}- puits

Schéma V.1 : Principe de la migration et de l'ineascellulaires en chambre de Boyden.
V.6.4.6. Invasion cellulaire

Les cellules non traitées sont déposées dansdedsirecouverts de Matrigel a raison de
10.1¢ cellules/500pul/insert dans du milieu & 0,1% de B®Atenant différentes concentrations de
produits testés. Comme précédemment, du milieu0% de SVF est placé dans les puits de la
plaque companion (500uL/puits). Apres 24h d’invasians l'incubateur a 37°C, les inserts sont
récupérés et les cellules ayant traversées le géhtgont lavees, fixées, colorées et comptées
comme décrit pour I'étude de la migration. Des pentages d’invasion cellulaire sont calculés de

la méme maniére que les pourcentages de migration.
V.6.4.7. Principe de la Zymographie
L’activité gélatinolytigue des meétalloprotéasestDecontenues dans les surnageants de

culture ainsi que celles de leurs formes zymogéasttudiée par zymographie. Il s’agit d’'une
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électrophorése SDS-PAGE effectuée en conditions néductrices. Le substrat de la protéase
étudiée (gélatine) est copolymérisé avec I'acrytimi

Les cellules sont ensemencées dans des plaquespdies§Falcon) a raison de 50%*10
cellules/2mL dans du milieu complet (10% de SVF)»elxpérience comporte des temps de
traitement des cellules de 24h, 48h, et 72h. Apdsde culture, le milieu est enlevé et remplacé
par du milieu sans SVF pour les cellules non tesitét 15uM de produits a tester pour les cellules
traitées pour la premiere plaque. Les autres ptagoet maintenues avec 10% de SVF pendant 24h
et 48h supplémentaires. Les surnageants des seAdi@l (sans sérum) sont récoltés toutes les 24
heures de traitement. Les surnageants sont cogseatiec des centricons 1000g pendant 1h30
(Millipore) puis dilués dans un tampon d’échantillmon réducteur SDS 4x, 30 minutes a
température ambiante avant le dépo6t sur un gel algagrylamide 10% co-polymérisés avec
1mg/ml de gélatine ( gélatine type B ; Sigma-Albjicsubstrat préférentiel des MMP2 et MMP9.
L’électrophorese débute a 60V pendant 20 minutesqantinue a 160V a 4°C. Apres migration, le
SDS est éliminé par des lavages successifs dansolutéon de Triton sous agitation a température
ambiante pour permettre la renaturation des preséipuis a I'eau distillée. Les gels sont incubés
dans un tampon de digestion (50mM Tris-HCI pH 7042M NacCl ; 5mM CaGl; 0,05% Brij 35)
contenant les éléments nécessaires a I'activitgneaizque des MMPs durant 19 heures a 37°C. Le
gel est enfin coloré pendant 1 heure dans uneigolat30% de méthanol, 10% d’acide acétique et
0,5% de bleu de Coomassie R.250 puis décoloré diesdains a 30% de méthanol, 10% d’acide
acétigue ; Les gélatinases sont réevélées par umgehbaaire sur un fond bleu, correspondant a la

protéolyse locale de la gélatine dans le gel.

Sur chacun des zymogrammes réalisés, une fractigrsurnageants issue de la culture de
la lignée HT1080 (fiborosarcome humain; ATCC) etrééant les ProMMP2 et ProMMP9 en
guantité importante est déposée en parallele demélbons analysés. La quantification des plages
de lyse est effectuée par analyse semi-automatigusurface (1R), ainsi que la densité grise des
plages de lyse sont mesurées pour chaque dépdatueffeles activitts ProMMP2 sont alors
exprimées en teinte gris/|ffmLes activités ainsi mesurées sont ramenées alneode cellule
déterminées dans chaque puits dont sont issusthestlons analysés (dosage de protéines). De
facon a pouvoir normaliser 'ensemble des valewtermues et effectuer une comparaison des
activités mesurées a partir des différents gelsjalaur d’activité mesurée pour la plage de lyse
correspond a l'activité ProMMP2 sécrétée par HT1@80 prise pour référence et chacune des

valeurs lui est comparée.
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GLOSSAIRE






GLOSSAIRE

Activité mitotique: Processus de division cellulaire.

NéoangiogenésePhénomene de vascularisation de la tumeur.

Carcinome ou épithélioma Cancer développé a partir de tissu épithélieh() muqueuse).
Extemporanément Préparé et administré directement.

Fibronectines: Constituant de la matrice extracellulaire. Cestétnes possedent une fonction

importante dans la migration et la différenciateafiulaire.

Matrigel : Glycoprotéines de la matrice extracellulaire.

Métalloprotéases Enzymes de dégradation de la matrice extracekula

Oncogene Genes impliqués dans la formation des tumeurs.

Propriété leucopéniante Entraine une diminution du nombre de globulesb$ dans le sang.

Tissus épithéliaux vulvaire Peau ou muqueuse appartenant a I'ensemble atespgénitales

externes chez la femme.

Néovascularisation Ensemble des vaisseaux sanguins qui nourriggerdgrgane, un tissu, une

tumeur.

Vésicante: Qui fait naitre des ampoules sur la peau.
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Résumé :

Nous décrivons la synthése de nouveaux agents anticancéreux mono et bifonctionnels a partir de
molécules dorigines naturelles (nucléosides et bases pyrmidiques). Dans un premier temps, nous avons optimisé la
réaction de fixation de la chaine chloroéthyle en position 3 des deux nucléosides (thymidine et uridine) permettant
ainsi [obtention d’agents alRylants monofonctionnels. Parallélement, nous avons synthétisé deux analogues de
dinucléosides chloroalkylés reliés par une chaine but-2-éne entre les positions 3" ou 5’ de la thymidine conduisant a
des agents alRylants bifonctionnels. Pour ce faire, nous avons utilisé la réaction de métatheése des oléfines. Dans un
second temps, nous nous sommes intéressés a la synthése d’agents alRylants bifonctionnels a partir de bases
naturelles pyrimidiques (la thymine et [uracile). Les premiers analogues synthétisés sont issus de la fixation du
groupement bis(B-chloroéthyllamine par [intermédiaire d une liaison amide sur des bases alRylées. Afin d élargir
cette nouvelle famille d agents alRylants, nous avons étudié la synthése d’'un analogue du chlorambucil en
remplagant le noyau aromatique par la thymine. Tous les produits synthétisés ont été caractérisés par différentes
méthodes spectroscopiques. Deux, composés synthétisés ont montré des propriétés anticancéreuses trés

encouragean tes.

Abstract :

The synthesis of news antitumorals agents mono and bifonctionnals from naturals molecular
(nucleoside and base) is described. This first time, we are optimized the fixation reaction of chloroethyle chain in
position 3 of this two nucleosides (thymidine and uridine) obtained so monofonctionnals alRylants agents.
Parallelly, we are synthesized two chloroalkyles dinucleosides analogues linked by an unsatured hydrocarbon chain
between position 3’ or 5’ from thymidine leading at the bifonctionnals alkylants agents. For do it, we are used of
olefin metathesis reaction. This second time, we are interested in the synthesis bifonctionnals alkylants agents
from pyrimidics naturals bases (thymine and uracile). The first analogues synthesized are descended of the fixation
groupement bis(B-chloroethyllamine by the intermediary amide bond on alRyled bases. In order to widen these new
family alRylants agents, we are elaborated the synthesis a chlorambucil analogue in substituted for aromatic group
by thymine. All the products synthesized are characterized by different spectroscopic methods. Two compounds

synthesized are showed antitumorals proprieties very encouraging.



