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H
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HCI: Acide chlorydrique

1

INRT: Inhibiteur nucléosidique de la Rétrotranscriptase

INRT-MP: Inhibiteur nucléosidique de la Rétrotranscriptase monophosphorylé
INRT-TP: Inhibiteur nucléosidique de la Rétrotranscriptase triphosphorylé
iPrPac: isopropylphénoxyacétique

K
K,COs: Carbonate de potassium
K,;HPO4: Hydrogénophosphate de potassium

L
LDA: Lithium-diisopropylamine
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M
M: Molaire
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N

Na,HPO, : Hydrogénophosphate de sodium
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TAR: Trans Activating Response element
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Chapitre I. Introduction générale

I. Rappels préliminaires sur la structure de ’ADN

1.1 Structure de ’ADN

L’acide désoxyribonucléoside ou ADN, est formé de deux brins d’hélice
complémentaires, reliés par des liaisons hydrogenes de type Watson-Crick. L’unité de base de
I’ ADN est le désoxyribonucléoside formé d’une base purique (A et G) ou pyrimidique (C et

T) 1ié a un désoxyribose par une liaison C-N (figure 1).

/ (¢t \
N X
U N
NH, 0 5, ¢ f\
O
N N N
N NH = =
< A 4 0O=P-0
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o

o v

Figure 1: Structures des différentes bases nucléiques et d’un brin d’ADN.

L’enchainement de ces unités est assuré par des liaisons phosphodiesters. Formé d’une
succession de nucléosides, I’ADN peut adopter trois conformations distinctes : A, B et Z
(figure 2).

Ainsi en fonction de la composition en bases, des conditions physiologiques
(hydratation, salinité), I’ADN adoptera I’une des trois conformations.

La forme la plus courante dans les conditions physiologiques est la forme B; 1’hélice
possede 10 nucléotides par tour, tous de conformation C2’-endo/ Anti. Les bases sont situées

dans un plan perpendiculaire a 1’axe de 1’hélice d’ADN; on distingue alors deux sillons

profonds I’'un majeur, I’autre mineur.
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Figure 2: Différentes formes adaptées par I’ADN, A, B ou Z.

La forme A est quelques fois observée dans certaines régions de I’ADN surtout en
présence de forte concentration en ions Mg2+ ou lorsque le taux d’hydratation diminue. Elle
est également observée dans certains complexes ADN/protéine. Elle posséde 11 nucléotides
par tour d’hélice, tous de conformation C3’-endo/ Anti. On distingue également deux sillons,
I’un étroit et profond, I’autre large et superficiel.

Quant a la forme Z, pour zigzag, elle est observée dans des séquences d’ADN riches
en paire de base G-C. L'ADN Z possede une hélice gauche et un seul sillon profond résultant
de l'alternance des nucléotides a base purique (C3'-endo/syn) et a base pyrimidique (C2'-

endo/anti).

1.2. Les différentes conformations adoptées par la base et le
désoxyribose

Les différentes formes adoptées par ’ADN ont essentiellement pour origine la
conformation de la partie sucre (C2'-endo ou C3'-endo) et I'orientation de la base par rapport

au sucre (syn ou anti) (figure 3).
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Figure 3: Les différentes conformations possibles que peut adopter un nucléoside dans
I’ ADN.

L’orientation de la base par rapport au sucre peut €tre soit syn soit anti. La
conformation anti permet a la base d’établir des liaisons hydrogeénes de type Watson-Crick
avec le brin complémentaire alors qu’en orientation syn ce sont les interactions Hoogsteen qui
priment. Quant a la conformation du sucre, elle sera déterminée en fonction de I’orientation
des carbones C3’ et C2’ du désoxyribose. On définit ainsi les conformations C3’ ou C2’ endo
lorsque les substituants des carbones sont placés vers le haut du plan moyen du cycle

tétrahydrofuranique et C3’ ou C2’ exo lorsqu’ils sont respectivement vers le bas.

1.3. Convention de numérotation.

Pour une meilleure compréhension du manuscrit, la convention de numérotation de la
base et du désoxyribose est rappelée ci-dessous. Les carbones et les azotes du cycle de la base
sont numérotés normalement (1, 2, 3...) alors que ceux du désoxyribose, sont identifiés par

I’exposant prime (1°, 2°, 3’...) (figure 4).
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Figure 4 : convention de numérotation des bases puriques (dA et dG) et pyrimidiques (dT et
do).

I1. Le Virus d’ Immunodéficience Humaine (VIH).

Le SIDA représente une des principales causes de mortalité mondiale. Telle est la
réalité a laquelle nous devons faire face. D’autant plus que le nombre de personnes infectées
continue d’augmenter de facon inquiétante surtout dans les pays en voie de développement
(Afrique, Asie du Sud) pour lesquels I’acces aux traitements reste encore treés précaire.

La trithérapie actuelle combinant un inhibiteur de la protéase virale et deux inhibiteurs
nucléosidiques de la Rétrotranscriptase virale (RT) a permis d’augmenter de facon
considérable I’espérance de vie des malades essentiellement dans les pays riche, mais des
progres sont encore a faire. En effet les traitements actuels sont incapables d’éliminer
complétement le virus de I’organisme, ils restent trés longs, coliteux, notamment pour les pays
en voie de développement avec 1’apparition assez rapide de nombreux effets indésirables liés
a la prise journaliere des médicaments.

Différents problemes demeurent encore que ce soit en raison du manque de tolérance
et d’observance de la part des patients vis-a-vis des traitements ou encore le développement
de résistances essentiellement dues a des mutations virales tres fréquentes.

Toutes les étapes du cycle de réplication du VIH-1 font I’objet de recherches intenses
dans le but d’inhiber la multiplication du virus depuis son entrée dans la cellule hote
jusqu’aux étapes les plus tardives de maturation virale. Ainsi, différentes molécules actives
sont utilisées lors des traitements cliniques et diminuent considérablement la mortalité des
patients atteints par le SIDA. Ces progres sont considérables mais encore insuffisants,
notamment a cause de I’augmentation constante du nombre de malades en échec
thérapeutiques et ce méme apres avoir suivi la Thérapie Antirétrovirale Hautement Active

(the Highly Active Antiretroviral Therapy, HAART).
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Nous exposerons dans ce premier chapitre 1’état des connaissances concernant le VIH,
que ce soit ses caractéristiques génomiques et structurales, les différentes enzymes impliquées
dans les étapes de réplication du virus et nous accorderons une attention plus particuliere aux
nombreuses molécules, qu’elles soient déja approuvées et utilisées en clinique humaine ou en
cours de développement.

Nous aborderons dans une derniere partie un des probleémes majeurs dans la lutte
contre le VIH et responsable de 1’échec thérapeutique d’un trés grand nombre de patients a

savoir le développement des résistances.

2.1. Le VIH en quelques chiffres.

Les derniers chiffres publiés par ONUSIDA/ OMS [1] dénombrent 38,6 millions de
personnes vivant avec le VIH-1 a la fin de 1’année 2005. Les chiffres sont assez alarmants
(figure 5) : 4,1 millions d’individus ont été infecté par le virus et quelque 2,8 millions de
déces liés a la maladie. Les prédictions actuelles indiquent que 45 millions de personnes
supplémentaires pourraient étre infectées par le VIH dans 126 pays en voies de
développement entre 2002 et 2010 si la pandémie continue sa progression avec la méme
virulence.

Le VIH/ SIDA connait sa plus grande avancée en Afrique subsaharienne ou 70% des
cas sont enregistrés alors que la population africaine ne représente que 2 a 5% de la
population mondiale.

Le combat est d’autant plus difficile que plusieurs sous-types viraux sont a éradiquer :
il existe de nombreux rétrovirus réponsables d’immunodéficience mais seul deux virus, les
VIH de type 1 et de type 2 (VIH-1 et VIH-2) infectent ’'Homme. Il existe aussi plusieurs
Virus d’immunodéficience simienne (SIV) responsable d’infections chez de nombreuses
especes de singes (chimpanzés, singes verts, mandrill, macaques...)

La classification est d’autant plus difficile que le VIH-1, majoritaire, se subdivise en
plusieurs classes ; ainsi trois groupe de VIH-1 sont connus [2] :

¢ Les virus de groupe M (Main), majoritaires en Europe, en Amérique du Nord.
¢+ Le groupe N (non M, non O)
+ Etle groupe O (Outlier).

Des efforts considérables ont été menés dans différents pays pour essayer de mettre a

disposition des malades les trithérapies, ainsi la gratuité des antirétroviraux a pu étre obtenue
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dans des pays tels que le Sénégal mais la maladie continue son avancée surtout en Asie et

notamment en Chine ol le nombre de personnes contaminées ne cesse d’augmenter.
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Figure 5: Personnes infectées par le VIH dans le monde fin 2003.

2.2. Historique de la maladie.

Les premiers cas de SIDA ont été observés en 1981 par des cliniciens a New York et
Los Angeles au sein de la population homosexuelle masculine. Les patients présentaient
souvent un sarcome de Kaposi, normalement trés rare chez les personnes adultes mais
également des pneumonies a pneumocystis cariniié [3] [4]. Il est apparu par la suite qu’ils
souffraient également d’une déficience immunitaire accompagnée d’une diminution
considérable du nombre de cellules CD4 circulantes. Les premieres hypotheses concernant
I’origine rétroviral de I'infection furent établies. En 1983, I’équipe du Pr. Luc Montagnier a
I'institut Pasteur visualisait et isolait le Virus d’Immunodéficience Humaine (VIH)
responsable du SIDA [5]. La maladie prendra plus d'ampleur, surtout en France, avec 1'affaire
du sang contaminé (1984-1985); le SIDA devient alors un probléme de santé public auquel il
faut faire face assez rapidement. Mais ce n'est qu'en 1987 qu'un premier médicament est
disponible: I’AZT (Zidovudine®) qui permettra de diminuer de facon transitoire le taux de
mortalité. Déja synthétisée en 1978 par Lin et al [6], ce n’est qu’en 1985 qu’elle sera étudiée
en temps que potentiel inhibiteur du VIH in vitro [7]. Des inhibiteurs ciblant d’autres étapes

du cycle réplicatif du VIH-1 seront ensuite développés: en 1990 la premiere anti-protéase a
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été présentée a un congres a Bruxelles: le Saquinavir. Les molécules se succederont, grace a

une meilleure connaissance du virus et des mécanismes qui régissent sa réplication.

2.3. Modes de transmission.

Le VIH se transmet uniquement par voie sanguine que ce soit lors de rapports sexuels
entre partenaires homosexuels ou hétérosexuels ou par voie intraveineuse. Méme si le
dépistage du VIH est devenu systématique dans les pays développés lors des dons de sang, il
reste encore a €tre financé dans les pays les plus pauvres pour lesquels le cofit est encore
beaucoup trop élevé.

L’épidémie connait des records de progression dans la population toxicomane qui
reste la plus touchée; la transmission se fait lors de la consommation de drogues injectables et
I’échange des seringues entre consommateurs. Méme si en France la distribution des
seringues s’est démocratisée, des progres restent a faire ailleurs.

Le dernier mode de transmission a mentionner est la transmission materno-fcetale qui
peut avoir lieu soit pendant la grossesse, lors de ’accouchement ou par la suite, par
allaitement. Le stade de transmission dépendra en I’occurrence de 1’état d’infection de la
mere. Ce mode de transmission est inquiétant en Afrique puisque 60% des personnes
infectées sont des femmes. On estime que le SIDA a déja provoqué une augmentation de plus
de 19% de la mortalité infantile et de 36% de la mortalité des enfants de moins de 5 ans

(WHO World Health report 2004).

2.4. L’agent pathogene.

Le VIH appartient a la famille des Rétrovirus et plus particulierement au genre des
Lentivirus. La structure ainsi que 1’organisation du virus ont été tres vite visualisés grace a la
microscopie électronique [8], et a la cryomicroscopie [9] ce qui a permis de visualiser le virus
et ce malgré la nature unique de chaque virion (figure 6). Récemment la structure
tridimensionnelle du virus a pu é&tre mise a jour [10] permettant ainsi une meilleure
compréhension de 1’organisation virale.

La taille d’une particule virale varie entre 120 et 200 nm de diametre [11]. La
membrane lipidique externe est stabilisée par la protéine transmembranaire trimérique
TMgp41, produit du géne Env [12]. A I'intérieur de la bicouche lipidique, un certain nombre
de structures veillent a I’organisation du génome viral et des enzymes associées, pour une

meilleure réplication dans la cellule hote.
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Figure 6: A) Modele tridimensionnel du VIH basé sur des observations de microscopie

électronique; B) Vue au microscope électronique d’une cellule infectée par le VIH-1

Le VIH infecte principalement les cellules du syst¢tme immunitaire, particulieérement
les lymphocytes T CD4" et cause leur destruction, avec une demi vie de moins de deux jours
[13]. D’autres cellules sont également touchées, que ce soient les cellules dendritiques de
Langerhans [14] [15], ou encore les cellules épithéliales du systeme digestif [16].

Une fois que le virus a pénétré dans la cellule CD,", il se réplique de fagcon massive et
continue (1 a 10 milliards virus produit par jour) activant de la production des lymphocytes
CD.* et CDg* dont le role sera d’endiguer la multiplication virale. On assiste a une destruction
progressive des lymphocytes CDs, accompagnée d’une diminution de leur production. Ce
premier stade de la maladie est la Primo-infection (figure 7). Deux événements vont alors
suivre et se produire en parallele: d’une part la remontée des CD4, qui aura pour conséquence
logique la diminution progressive de la réplication virale.

Le niveau des cellules CD," et la charge virale atteignent alors un niveau constant ;
cette phase est asymptomatique et peut durer plusieurs mois, voir des années. L’évolution de
la maladie vers le stade SIDA sera caractérisée par une remontée fulgurante de la charge
virale et une forte diminution des cellules CD,* infectées. Le patient est alors plus sensible,
devenant sujet a des co-infections (Hépatites B et C), des atteintes pulmonaires (pneumonie a
pneumocystis carinii, tuberculose) des atteintes neurologiques (toxoplasmose cérébrale) et des
atteintes digestives. Les traitements actuels permettent de prolonger I’espérance de vie des
patients atteints par le VIH ce qui en soi, est un progres considérable, mais le virus n’est pas

éradiqué de 1’organisme.
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Figure 7: Evolution du nombre de cellule CDs etdela charge virale, de la primoinfection, au

stade SIDA.

I11. La particule virale.

3.1. La structure virale.

L’ensemble des Lentivirus possede une enveloppe formée d’une bicouche lipidique
provenant de la cellule hote. Deux protéines caractéristiques responsables de I’ancrage a la
cellule cible, respectivement les protéines SUgp120 et TMgp41, sont présentes a la surface

lipidique (figure 8).

Figure 8: Représentation schématique de la particule virale, avec les principales

protéines et enzymes.
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La protéine gpl20 est formée de 5 régions variables (V1-V5) riches en ponts
disulfures [17] et des régions conservées (CI1-C5) qui permettraient 1’interaction non
seulement avec gp41 mais également avec le récepteur de la cellule cible. Que ce soient les
régions variables ou conservées, celles-ci sont fortement glycosylées [18]. Finalement,
I’ensemble des amino-acides impliqués dans la liaison avec le récepteur CDy a été déterminé
par mutagenese dirigée [19] [20].

Dans le cas de la protéine gp41, il n’a pas encore été possible d’obtenir une structure
détaillée de la protéine qu’elle soit seule ou en complexe avec gpl20. II a cependant été
possible griace a une technique de « protein-dissection » de visualiser les régions stables de la
protéine. On distingue ainsi plusieurs régions fonctionnelles (figure 9) :

v La région 4-3 hydrophobic repeat, centrale.

v Le peptide de fusion (Pf), région hydrophobe et riche en acides aminés glycine dont le
role présumé est de s’insérer a la membrane cellulaire de la cellule hote lors du phénomene de
fusion .

v L’éctodomaine, délimité par le peptide de fusion et la région transmembranaire, est
une région stable, composée de deux fragments peptidiques N51 et C43 dérivés des régions N
et C terminales respectivement. Ces peptides s’associent sous forme d’un trimere en adoptant
une orientation antiparallele [21].

v La région transmembranaire (Rt).

Pf 4-3 hydrophopbic repeat ’ Rt

<4—— N51 (HRl) —» <€ (C43 (HR2) »

Figure 9: Différents peptides identifiés dans gp41.

Cette structure trimérique de la protéine gp41 sera également associée de fagon non
covalente a gp120 [22].

La bicouche lipidique contient également des protéines membranaires issues de la
cellule hote, telles que des antigénes du complexe d’histocompatibilité et d’autres protéines
cellulaires qui seront incorporées dans les virions (actine, topoisomérase I, UNG-2...).

Le génome viral sous la forme d’un dimere de molécule d’ARN monocaténaire est
encapsidé a I’intérieur de la particule et sera stabilisé grace a des interactions avec la protéine

de la nucléocapside, NCp7.

10



Chapitre I. Introduction générale

Le virus possede une organisation structurale des plus élaborée, avec trois enzymes
spécifiques, indispensables a la réplication, I’intégration dans le génome de la cellule hote et
la maturation des particules virales. On distingue ainsi la Rétro Transcriptase (RT), I’Intégrase

(IN), et la Protéase virale, intimement liées au génome viral.

3.2. Le cycle de réplication.

Des que la particule virale se fixe a sa cellule cible, se succedent une multitude

d’étapes, représentées dans le schéma 1, qui permettront au virus de se multiplier.

vA¢
<P\7Q‘>

Virion Mature
NN
QE NN | Nucléocapside virale |

1- Fixation du virion au

récepteur CDy M ARN viral

2- Rétrotranscription de ¢
’ARN vyirale en ADN X | ADN proviral

3- Intégration de I’ADN proviral
dans le génome de la cellule hote

4- Transcription

ARN viral
7- Maturation de la

particule virale

AAAAAAANA Am

. * Vo
5- Traduction de "ARNm ¢ / <>
A 2
‘ 6- Bourgeonnement

virales et
ARN viral

Schéma I: Représentation Schématique du cycle de réplication virale.

3.2.1. L’entrée dans la cellule.

La premiere étape dans le processus d’entrée du virus dans la cellule cible est
I’interaction entre la glycoprotéine membranaire gpl120, présente au niveau de I’enveloppe
externe du virion et les récepteurs CDy4 de la cellule hote [23]. La structure cristallographique
du complexe formé par la protéine gpl20, le récepteur CD4 et un anticorps monoclonal

neutralisant a été établie [24]. Des modifications conformationelles au niveau de la protéine

11
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gp120 ont lieu dont le rdle serait de favoriser 1’établissement d’interactions supplémentaires
notamment avec les co-récepteurs CCRs et CXCRy.

Ces co-récepteurs appartenant a la famille des protéines G a sept domaines
transmembranaires [25] sont spécifiques des chimiokines, petites protéines dont le role est
d’attirer et de stimuler les cellules du syst¢eme immunitaire lors des processus d’inflammation
chronique [26].

Il apparait notamment que les corécepteurs CCRs jouent un rdle essentiel dans
I’infection par le VIH, puisque des cellules de personnes homozygotes chez lesquelles 32
paires de bases du gene de CCRs ont été éliminées, ne peuvent pas étre infectées par le virus,
méme apres plusieurs expositions au virus. Ces personnes ne représentent néanmoins que 1%
de la population [27].

Les co-récepteurs CXCR4 quant a eux, sont spécifiques des cellules T [28] [29].

Ces interactions, ainsi que les changements ayant lieu a la suite de 1’interaction gp120/
CDy et les corécepteurs, permettent a la glycoprotéine gp41, par le biais des portions HR
(Heptad Repeat) de s’accrocher a la membrane cellulaire mais également d’induire la fusion

des deux membranes [30] (figure 10) .

’ = C_D-Tg_‘ce';ﬂor

R ——

—_ —

Figure 10: Mécanisme de fusion membranaire. (1) Juxtaposition de la particule virale et de la
cellule hote. (2) Libération de gpl20 et fixation de gp4l. (3) Fusion membranaire. (4)
Repliement de HR2 [31].

On distingue ainsi au moins trois états conformationels par lesquels passeraient gp41 :

12
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1- Lorsque le virus est libre, gp41 adopterait sa forme native, stabilisée par des
interactions avec gp120 [32].

2- Un état intermédiaire en épingle a cheveux.

3- Un état final énergétiquement stable, au niveau duquel deux copies des peptides
HR1 et HR2 s’associent pour former le complexe trimérique hélicoidal [33, 34].

Il en résulte alors I’apparition dans la membrane cellulaire de pores assez larges par

lesquelles pourra pénétrer la nucléocapside virale.

3.2.2. Devenir dans la cellule hote.

Le virus se désencapside dans le cytoplasme cellulaire libérant alors son matériel
génomique sous la forme de complexe ARN/protéines.

La Rétro-transcriptase (RT) du VIH, premiere enzyme a intervenir dans le cycle
réplicatif, intervient alors pour rétrotranscrire I’ARN viral en ADN, en suivant un mécanisme
qui sera illustré par la suite. L’ADN proviral nouvellement synthétisé sera intégré dans le
génome de la cellule hote par le biais de I'Intégrase virale. Un ADN viral peut é&tre
entierement synthétisé au bout de 6 heures apres I’entrée du virus dans la cellule, mais son
intégration pourra durer plus longtemps [35].

Le virus utilise alors la machinerie de transcription de la cellule hote pour synthétiser
I’ARN génomique. Cet ARN peut subir de multiples réactions d’épissage alternatif qui
génerent de nombreux ARNm viraux qui sont traduits dans le cytoplasme, produisant ainsi les
protéines virales. L’ARN génomique est lui-mé&me utilisé comme messager pour la synthese
des précurseurs Gag et Gag-Pol.

Dans un souci de clarté, n’est représenté dans le schéma que la partie concernant le
virus. L’ensemble des réactions impliquant les molécules cellulaires (ADN, ARN, ARNm)

sera omis.

3.2.3. Libération de la particule virale.

Les protéines virales subissent une maturation additionnelle, catalysée par la protéase
virale. Cette derniere enzyme a intervenir dans le cycle de réplication joue un rdle crucial lors
des étapes de bourgeonnement et de maturation virale. Le virion mature, une fois libéré,

pourra infecter d’autres cellules saines.

13
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3.3. Le génome viral.

Contenu dans la capside virale le génome viral est formé de deux brins d’ARN
monocaténaires dont la longueur peut atteindre 9,8 kilobases, avec aux extrémités du provirus
une séquence répétée connue sous le nom de séquence LTR (Long Terminal Repeat). Le
génome viral code pour au moins 9 protéines (figure 11).

Ces protéines sont regroupées en 3 classes :

v' Les protéines structurales Gag, Pol et Env
v’ Les protéines régulatrices Tat et Rev.

v’ Les protéines accessoires Vpu, Vpr, Vif et Nef.
0 10k
>

5’T.TR 3’T.TR

VP
L= :
ARNm Gag & TA
L
Précurseur enveloppe
Précurseur Gag Précurseur Gag N\
Pol Protéase
Protéase Protéase
> Enzyme gp 120 de surface
Capside gp 41

p24 Core P66, p51 Rétro transcriptase - ~ /

p17 associé a la p32 Intégrase Enveloppe

membrane p12 Protéase _J

Figure 11: Structure du génome du VIH.

3.3.1. Les protéines structurales.

On dénombre trois genes codant pour des protéines structurales : les génes gag, pol et
eny. Ils sont exprimés en tant que précurseurs polyprotéiques et sont maturés par clivage

protéolytique.
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Le geéne pro code pour la protéase virale, une aspartate protéase dimérique. L activité
de cette enzyme est nécessaire au clivage des précurseurs des polyprotéines gag et gag-pol
pendant 1’étape de maturation virale. Le géne pol code pour la Rétro Transcriptase qui
possédent une activité ADN polymérase ADN et/ou ARN dépendante. L’ensemble des
protéines issues du gene pol peuvent étre retrouvées dans la capside du virion libre.

Le geéne env code pour la protéine gp160 (160 kD), qui est un précurseur des protéines
de I’enveloppe virale. Une étape supplémentaire de glycosylation sera nécessaire pour que le
caractere infectieux du virion s’exprime. Ainsi 25 a 30 unités glycosidiques seront
additionnées sur les résidus Asn. La protéine gp160 est clivée par une protéase cellulaire pour

générer gp41 et gp120, deux protéines responsables de I’ancrage du virus a la cellule hote.

3.3.2. Les protéines régulatrices.

La deuxieme classe de protéines virale, comprend les protéines régulatrices, Tat et
Rev.

Tat est un activateur de la transcription virale, nécessaire a la réplication du VIH [36]
[37]. Tat peut étre sous deux formes de 72 ou 101 acides aminés selon que I’épissage de
I’ ARNm s’est faite de maniere totale ou partielle. Les deux formes sont actives et peuvent étre
retrouvées dans la cellule infectée. Tat agit comme activateur de la transcription en se liant a
une région non codante de I’ARN viral, la région TAR (Tans-Acting Response element),
située a I’extrémité 5° de I’ARN viral [38] [39]. L’interaction tat/TAR avec 1’aide de facteurs
cellulaires permet d’augmenter la transcription initiée dans la région LTR, d’un facteur 1000.

Le mécanisme d’action de Tat a été élucidé : elle agit comme un activateur de la phase
d’initiation de 1’élongation lors de la transcription et assure la production de transcripts
correspondant a la totalité du génome du VIH-1 [40] [41]. Tat requiert néanmoins la présence
d’un cofacteur cellulaire, la Cycline T1 qui en se liant a Tat, forme un complexe reconnu par
la boucle de TAR [42].

Tat semble jouer un certain nombre de fonctions qui contribue a la pathogénese. En
effet elle pourrait induire ou contribuer a la mort cellulaire des lymphocytes T par apoptose
[43] [44] soit en activant un certain nombre de genes cellulaires tel que le facteur B de
nécrose tumoral (TNFp) [45] soit en désactivant d’autres génes tel que le géne bcl-2 [46].

Rev quant a elle est une protéine de liaison spécifique a I’ARN, de 13kD. Elle se lie &
une région de 240 paires de bases de I’ARN viral appelée Rev Response Element (RRE).
Cette interaction est a 1’origine de I’exportation des ARNs non-€pissé et mono-€pissé¢ du

noyau, vers le cytoplasme [47]. La présence de Rev est indispensable a la réplication virale.
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3.3.3. Les protéines accessoires.

La derniere catégorie regroupe les protéines accessoires, mais non moins primordiale a
générer des virions actifs. On distingue ainsi les protéines Nef, Vpr, Vpu et Vif.

La premiere protéine est Nef (negative factor), protéine de 27 kD myristoylée dont le
nom provient du rdle négatif qu’on lui a accordé dans les premieres études, a savoir qu’elle
supprimerait non seulement la réplication mais également I’activité transcriptionnelle de la
région LTR [48] [49]. Elle représente une des premicres protéines a étre détectée dans la
cellule, en suivant D’infection virale. Elle agit essentiellement de fagon a désactiver
I’expression des récepteurs CDj4 a la surface de la cellule en induisant leur endocytose et leur
dégradation par les lysosomes [50]. Nef perturbe également I’activation cellulaire des
lymphocytes T et stimule par la méme occasion le caractere infectieux du VIH [51].

La deuxieme protéine accessoire, Vpr, est une protéine qui sera incorporée dans les
particules virales (~100 copies) pour faciliter I’infection des cellules saines en dirigeant le
complexe de préintegration (CPI) vers le noyau de la cellule cible [52].

Vpu, la troisieme protéine d’intérét, dont la particularité est de n’avoir été décelée
qu'au niveau de VIH-1 et plus particulierement au niveau du cytoplasme des cellules
infectées. La protéine Vpu est un polypeptide de 16kD, phosphorylé et membranaire [53] ;
Issue du méme ARNm codant pour Env, elle est cependant retrouvée a un niveau 10 fois
moins important que celle-ci et ce en raison d’une traduction non efficace du codon
d’initiation. On lui accorde néanmoins deux fonctions bien distinctes. D une part d’engendrer
une dégradation des récepteurs CD4 dans le réticulum endoplasmique [54] [55] et d’autre part
d’augmenter le taux de libération des virions a la surface des cellules infectées [56].

Finalement Vif, polypeptide de 23kD essentiel a la réplication virale dans les
Ilymphocytes du systeme périphérique sanguin, les macrophages et certaines lignées
cellulaires [57]. Le VIH-1 peut se répliquer en absence de Vif dans certaines lignées
cellulaires appelées permissives. Le caractére permissif ou non-permissif dépend de la cellule
qui produit le virus et non de celle qui est infectée. Vif neutralise deux protéines produites
dans les cellules non permissives, APOBEC-3G et APOBEC-3F, qui inhibent la réplication
virale en désaminant les cytidines lorsqu’elles sont incorporées dans les particules virales [58-
61].

Il est a noter que la régulation des différents genes, résulte d’une combinaison aussi
bien de facteurs viraux que cellulaires. Elle pourra avoir lieu au niveau transcriptionnel ou

traductionnel. Les geénes codés dans un premier temps tels que Tat, Rev et Nef seront exprimés
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de facon Rev indépendante, alors que les genes Gag, Pol, Env, Vpr, Vpu et Vif requiert la

présence de la protéine Rev afin d’étre exprimés et dirigés vers le cytoplasme.

3.4. Les enzymes virales.

Trois enzymes virales interviennent dans la réplication du virus lorsque celui-ci se
trouve dans la cellule hote :

La Rétro transcriptase (RT)

L’Intégrase (IN).

La Protéase virale (PV).

3.4.1. La Rétro Transcriptase (RT).
3.4.1.1. Structure et fonction

La premiere enzyme a intervenir une fois que le virus est libéré dans le cytoplasme, est
la Rétro Transcriptase (RT). Elle sera présente dans le cytoplasme de la cellule hote sous la
forme d’un précurseur Gag-pol, qui par clivage protéolytique donne une sous-unitée
homodimérique constitué de deux molécules p66. Cette sous-unitée posseéde deux domaines ;
un domaine polymérase (ADN ou ARN dépendant) et un autre lui conférant son activité
ARNaseH. Un clivage protéolytique supplémentaire d’un des domaines ARNaseH de la sous-
unitée p66 permet d’atteindre 1’hétérodimere mature p66 / p51.

Il est intéressant de noter que le domaine p66 de la RT présente une analogie
structurale avec le domaine ADN polymérase d’Escherichia coli laissant penser a la présence
d’un motif structural conservé parmi les polymérases.

La structure cristallographique de la RT en présence d’un inhibiteur non-
nucléosidique, la Névirapine, a permis de mettre en évidence la présence de quatre domaines
communs aux deux sous-unités. On distingue ainsi les domaines «paume », « pouce »,
« doigt » et « connecteur » par analogie entre la structure de la RT et une main droite [62].

Le domaine «doigt » est formé de trois hélices o et de plusieurs feuillets . La
« paume » est formée de 5 feuillets B qui établissent des liaisons hydrogeéne avec 4 feuillets 8
positionnés a la base du domaine « pouce ». Le domaine « connecteur » est formé quant a lui
de feuillets B et de deux hélices a assurant la connexion entre les domaines RNaseH et
polymérase. Dans cette conformation de main ouverte, les résidus catalytiques du domaine

polymérase Asp110, Asp185 et Asp186 sont exposés.
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La sous-unitée p51 quant a elle possede les mémes structures primaires et secondaires
mais sa structure tertiaire est totalement différente. En effet les « doigts » sont complétement
repliés sur la « paume » rendant les résidus catalytiques inaccessibles. Méme si la sous-unitée
p51 ne présente qu’une faible activité catalytique [63], elle est néanmoins importante pour
maintenir la structure générale de la RT notamment en interagissant avec le domaine RNaseH
de I’hétérodimere.

Plusieurs structures cristallographiques de 1'enzyme ont été obtenues (figure 12), que
ce soit sous la forme libre [64-66], en présence d'un inhibiteur non nucléosidique, tel que la
névirapine [62, 67, 68], a 3,5 A de résolution et sous la forme d'un complexe RT/ ADN

double brin / fragment Fab monoclonal a 3,0 A de résolution [69, 70].

Figure 12: Structures cristallographiques des différents complexes de la RT [71].
A) RT seule; B) complexe RT/ Névirapine ; C) complexe RT/ ADN double brin. p5S1 (gris),
domaine RNaseH (orange), "connecteur" (jaune), "paume" (rouge), doigts" (bleu), "pouce”
(vert).

3.4.1.2. Production de I’ADN proviral.

La RT possede une activité ADN polymérase, ARN et ADN dépendante, ce qui lui
permet de transformer le matériel génétique du virus constitué¢ d’ARN, en ADN double brin.

(schéma 2).
ARN (+)

ARN (+)
ADN(-)

ADN (-)

| «| «||«

ADN (-)
ADN (+)

Schéma 2: Représentation simplifié de la rétrotranscription.
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Le mécanisme de la rétrotranscription est en fait beaucoup plus complexe et certaines
étapes sont encore males connues et sujet a un débat. Il est représenté dans le schéma 3 qui

suit.
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Schéma 3: Mécanisme de réplication de I’ADN virale par la RT [72].

La rétrotranscription est initiée a partir d’'un ARN de transfert servant d’amorce
I'ARNtY™ qui par le biais de son extrémité 3’ s'associe 2 la région PBS 2 proximité de
I'extrémité 5' de I'ARN viral. La RT catalyse alors 1'élongation de 1'amorce pour aboutir a la
synthése d'un simple brin d'ADN (-) qui contient une copie des régions "Repeat" (R) et
"Unique” (US) de la séquence d'ARN. Une fois le simple brin d'ADN (-) synthétisé, I’activité
RNaseH de la RT, dégrade la région 5' de I’ARN qui vient d'étre rétro-transcripte.

19



Chapitre I. Introduction générale

S'en suit alors un premier transfert du brin ADN (-), avec 1'amorce ARNt fixée, vers
I'extrémité 3' de 1'ARN viral. Ce transfert de brin est rendu possible par la présence de la
région R a ’extrémité 3’ de I’ARN viral, qui est complémentaire du simple brin d'ADN (-).

Ce premier transfert implique une autre protéine importante au virus, la protéine de la
nucléocapside (NCp7), essentiellement connue pour ses propriétés chaperonnes. Le
mécanisme exact par lequel la protéine NCp7 agit n’est pas totalement connu, mais son role
est directement lié a son activité chaperonne de I’ARN. Il a été montré que la protéine NCp7
en plus de contribuer au transfert de brin [73-77], faciliterait la renaturation du brin d’ADN
complémentaire [78]. Elle facilite également la reconnaissance entre I’ARNt amorce et la
séquence PBS [79], et réduit les pauses effectués par la RT lors de 1’élongation [80, 81].

Apres le premier transfert de brin, I'ADN (-) est allongé et les séquences d'ARN
génomiques sont progressivement dégradées par la RNaseH. La synthése du brin d'ADN (+),
complémentaire, peut alors commencer; elle est initiée par une amorce polypurine (PPT). La
RT copie les séquences 3' du brin (-) a savoir u3, r, et u5, de méme que les 18 nucléotides de

l'extrémité 3' et provenant de I'ARN,¥*3

complémentaires du PBS. La RNaseH intervient une
derniere fois pour éliminer la région PPT ainsi que ' ARNt amorce. Un deuxiéme transfert de
brin a alors lieu: le simple brin d'ADN (+) est transféré vers l'extrémité 3' de I'ADN (-). On
parle alors du transfert de brin (+). Ce transfert de brin est facilité grace a la complémentarité
des séquences PBS (-) et (+) aux extrémités 3’ des brins d”’ADN.

Lors de ce transfert, les deux brins d'’ADN passeraient par un état circulaire

temporaire.

3.4.1.3. Elongation du brin d’ADN.

En s’intéressant plus particulierement a 1’activité polymérase de la RT impliquée dans
la syntheése du brin d’ADN (+), plusieurs étapes peuvent étre décrites (schéma 4). Tout
commence par l’association entre I’enzyme libre (E) et le brin d’ADN (amorce : matrice).
Cette association aura pour conséquence d’induire des modifications conformationelles au
niveau de I’enzyme, passant d’une forme fermée a une forme ouverte (E’) [64, 66, 69, 82, 83].
Le complexe ouvert accueille le nucléotide entrant [83] au niveau du site de liaison du
nucléotide plus communément appelé « site N ». Cette interaction ne peut avoir lieu que si
I’extrémité 3’ du brin amorce se trouve dans le « site P » éloigné du « site N » d’une paire de
bases [84].

Le passage du complexe ouvert (E’/ADN/ANTP) & un complexe activé fermé

(E*/ADN/ANTP), est vraisemblablement 1’étape limitante du processus d’élongation [85, 86].
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On assiste alors a I’attaque nucléophile de I’extrémité 3’OH du brin amorce sur le phosphate
a électrophile du dNTP créant ainsi une nouvelle liaison phosphodiester. Cette réaction est
accompagnée de la libération de phosphore inorganique (PPi) qui pourra étre libéré a la suite
de I’ouverture du domaine « doigt » de la RT. A I'issu de cette réaction, le dernier nucléotide
est au niveau du « site N ». Une étape de translocation du brin d’ADN du « site N » vers le
« site P », permet ’addition d’un nucléotide supplémentaire. Le PPi libéré n’entre pas en

compétition avec le ANTP en raison d’une affinité supérieure du dNTP vis-a-vis de I’enzyme.

Schéma 4: Mécanisme d’élongation de I’ADN viral [87].

3.4.2. L’Intégrase virale.

Le double brin d’ADN synthétisé par la RT est pris en charge par une deuxieme
enzyme virale, ’Intégrase (IN) dont la fonction est de l’intégrer au sein de I’ADN
chromosomique de la cellule cible.

L’IN est une enzyme de 32kD, dimérique, formée de trois domaines qui apparaissent
completement indépendants les uns des autres autant d’un point de vue structural et
fonctionnel. L’état d’oligomérisation de la forme active de I'intégrase reste controversé : il
s’agit d’un dimere, voire d’un tétramere. Chaque monomere est formé d’une extrémité N
terminale contenant un motif HHCC liant du Zinc, un domaine catalytique central et une

extrémité C terminale, liant I’ADN de facon non spécifique (figure 13).

/ [ N-Term I Domaine catalytique \

Retrovirus Retrovirus Moins conservé

Retrotransposons Retrotransposons

K Transposons /
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Figure 13: Les différents domaines de 1’Intégrase virale.

La structure du domaine catalytique (figure 14) a été déterminée par cristallographie
par Davies et al. [88]. Elle a été reprise par Mikol en présence et en absence d’ions divalents
[89]. La technique de RMN a I’état solide a été utilisée quant a elle, pour déterminer la
structure du domaine N-ter liant le Zn [90] et C-ter liant I’ADN [91, 92]. Les domaines N et C
terminaux semblent s’associer sous la forme d’un tétramere, qui serait la forme active de
I’enzyme [93].

L’activité catalytique de I’enzyme requiert la présence d’une triade catalytique formée
par les résidus Asp®- Asp''®-Glu'* (D-D-35-E) coordinant des ions métalliques Mn** ou

Mg2+ [94, 95]. Cette région du site actif semble étre tres flexible.

Figure 14: Structure cristallographique du domaine catalytique de I'IN a 2,5 A en
présence d’ions Mg** (pdb : 1BIU).

L’Intégrase viral du VIH est capable de reconnaitre la séquence LTR présentent aux
extrémités 5’ et 3° du double brin d’ADN viral nouvellement synthétisé. Deux, voir trois
bases sont alors clivées a I’extrémité 3’ de I’ADN viral par I'Intégrase: ce processus est
appelé « 3’ processing ». Cette étape génere une extrémité CA-3’OH hautement conservée
parmi les rétrovirus, les rétrotransposons et les transposons.

L’étape suivante consiste en une succession de deux réactions de trans-estérification
qui conduisent a I’insertion de I’ADN proviral au sein de I’ADN cellulaire; c’est 1’étape de
transfert de brin. Dans le cas du VIH, les sites d’insertion dans I’ADN cible sont séparés par 5
paires de base qui sont dupliquées au cours de I’intégration. Il s’en suit alors une étape de

réparation, au cours de laquelle les deux paires de bases non appariées a ’extrémité 5’ de

22



Chapitre I. Introduction générale

I’ ADN viral sont éliminées, les régions en simple brin sont transformées en double brin et les

brins d’ADN sont ligaturés. L’ensemble de ces étapes est représenté dans le schéma 5.

YACTG CAGT® .
ADN viral
¥TGAC GTCAY
3’ Processing 2 pGpT

YACTG CAon

onAC GTCA®

‘1ransfert Nucléaire Cytoplasme

5 . Noyau

ACTG CAon

onAC GTCAS’

ADN cellulaire
A
Transfert de Brin
5’
AC\
L1 TG CA arr—
AC GT\
CAY
Réparation
TG CA
[T .. I

Schéma 5: Mécanisme d’intégration.

Sur un plan moléculaire, I’IN positionne I’extrémité 3’-OH de 1’ ADN viral de facon a
pourvoir effectuer une attaque nucléophile sur la liaison phosphodiester de I’ADN hote [96].
L’intégrase catalyse 1’ensemble des étapes de 3’ processing et de transfert de brin,

alors que 1’étape de réparation semble étre catalysée par des enzymes cellulaires [97, 98].
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3.4.3. La protéase virale.

L’ultime étape permettant d’aboutir a la particule virale infectieuse est la maturation
des protéines virales. Tandis que le précurseur Env est clivé par des enzymes cellulaires, la
maturation des précurseurs Gag et Gag-Pol est catalysée par la Protéase virale, premicre
enzyme virale a étre caractérisée [99, 100]. Entre 1989 et 1993, plus de 160 structures
cristallographiques de la protéase libre, ou en complexe avec un inhibiteur ont été¢ obtenues.

La protéase virale est un homodimere symétrique, de 99 acides aminés, dont la
structure est similaire aux aspartates protéases de la famille des pepsines.

Le site actif de ’enzyme (figure 15) est situé a ’interface des deux sous-unités et

formé d’une triade catalytique (Asp25- Thr26- Gly27) responsable des réactions de clivage.

Figure 15: Structure de la Protéase virale complexée a un inhibiteur.

Les aspartates protéases catalysent la réaction d’hydrolyse des liaisons amides selon
une catalyse générale acide-base dont le mécanisme est décrit dans le schéma 6.

Les deux résidus acides aspartiques présents au niveau du site catalytique jouent le
role d’acide et de base et interviennent dans la réaction pour faciliter 1’addition d’une
molécule d’eau sur la fonction carbonyle de la liaison amide a rompre. On passe alors par un
état intermédiaire tétraédrique a haute énergie, stabilisé essentiellement par des liaisons

hydrogenes [101].
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Schéma 6: Mécanisme d’action de la protéase virale, avec formation d’un état

intermédiaire.

IV. Les cibles thérapeutiques potentielles et chimiothérapie anti-
VIH.

L’ensemble des antiviraux actuellement utilisé dans le traitement du VIH a permis des
avancées considérables dans la lutte contre la maladie en diminuant la mortalité et la
morbidité. Néanmoins la nécessité de développer de nouvelles molécules thérapeutiques est
toujours d’actualité puisqu’un certain nombre de patients sont en échec thérapeutique. Il est
alors nécessaire de modifier les combinaisons thérapeutiques pour essayer de contrer le
probléme des souches résistantes, de diminuer les effets indésirables ou encore dans le but
d’améliorer leur capacité a atteindre les réservoirs viraux. Ainsi toutes les étapes du cycle de
réplication et d’infection du virus sont des cibles potentielles dans la recherche de nouvelles

molécules actives.

4.1. La fusion membranaire.

L’entrée du virion dans la cellule représente depuis quelques années une cible de choix
dans la recherche d’un traitement efficace. On s’intéresse dans ce cas a une inhibition
extracellulaire durant laquelle on s’affranchie de I’ensemble des barrieres membranaires et
nucléaires évitant ainsi tous les problemes liés a la pénétration du composé actif dans la
cellule.

Dans le cas de la fusion membranaire ou plusieurs événements successifs ont lieu,

chacune de ces étapes représentent une cible potentielle.
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Ainsi I’Enfuvirtide® ou T20 (Fuzeon, laboratoire Roche, figure 16) a été approuvé en
mars 2003 comme le premier inhibiteur de fusion membranaire [102]. Peptide de 36 acides
aminés dont la séquence est tres similaire a la région C-terminale de HR, de gp41. Le T20 se

lie a gp41 et ’empéche d’adopter sa conformation active permettant la fusion membranaire.

CH;3CO-Tyr-Thr-Ser-Leu-Ile-His-Ser-Leu-Ile-Glu-Glu-Ser-GIn-GIn-Glu-Lys-
Asn-Glu-Gln-Glu-leu-Leu-Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala-Ser-leu-Trp-Asn-Trp-Phe-NH;

Figure 16 : Séquence de I’Enfuvirtide® ou T20.

Le T20 a ouvert la voie vers de nouveaux agents antiviraux ciblant la fusion. Ainsi
d’autres classes de molécules ont été développées, mais dans un soucis de clarté, seules les
plus prometteuses seront présentées.

Le récepteur CD4 représente le premier maillon sur lequel vient se fixer la particule
virale. La classe des Cyclo-triaza-disulfonamides (CADA, figure 17) a récemment montré sa
capacité a moduler de fagon négative 1’expression du récepteur au niveau post-traductionnel
[103, 104]. Plus de 50 analogues ont été synthétisés montrant une activité sur I’ensemble des
sous-types du virus VIH-1, VIH-2 et VIS, en se révélant spécifique des récepteurs CD4
(n’affectant ni CCRS ou CXCR4).

Figure 17 : Structure du 9-benzyl-3-méthylene-1,5-di-p-toluénesulfonyl-1,5,9-triaza-
cyclododécane chef de file de la classe des CADA.

Ils agissent de fagon synergique avec I’ensemble des autres classes d’inhibiteurs anti-
VIH (NRTIs, NNRTIs, T20, et antagonistes de CXCR4) [105].
Une autre approche consiste a développer des microbicides visant la protéine gp120.

On distingue ainsi les extraits GNA isolés de Galanthus nivalis et HHA isolés d’hybrides

Hippeastrum, utilisés surtout dans le but de prévenir une transmission sexuelle de 1’agent

infectieux [106].
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Un autre exemple de microbicide est le cyanovirine-N. Isolé d’une cyanobactérie

Nostoc ellipsosporum, il présente une forte affinité pour la gp120 libre ou liée au récepteur

CD4. 11 agirait apres fixation a gp120, liée au récepteur CD4 en bloquant I’interaction entre
gp120 et CXCR4 [107].

Le complexe CD4-gp120 est également la cible de molécules actives, telle que le
BMS 806 (figure 18) qui se lie a la gp120 en temps qu’inhibiteur compétitif réversible [108].

Le BMS 806 est d’autant plus prometteur qu’il peut administré par voie orale.
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Figure 18 : Structure de BMS-806.

D’autres molécules antivirales en développement visent a bloquer I’interaction avec
les co-récepteurs CCRs et CXCR4. La famille de molécules la plus prometteuse actuellement
est le groupe des bicyclames dont le chef de file est ’AMD-3100 (figure 19). Cette molécule
a montré son efficacité en ciblant de maniere spécifique les récepteurs CXCR4 [109]. Elle
agirait en inhibant la signalisation intracellulaire due au flux d’ions Ca™.

L’inconvénient majeur a son emploi dans un traitement anti-VIH-1 a long terme, est
son mode d’administration, par voie intraveineuse. D’autres dérivés ont été préparés afin
d’éviter cet inconvénient. Parmis les nouvelles molécules, ’AMD-3465 (figure 19) [110], un
monocyclame qui semble répondre a cette attente avec une activité identique voir améliorée

vis-a-vis de CXCR4 comparée a I’ AMD-3100.
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Figure 19: Structure des inhibiteurs AMD-3100 et AMD-3465 visant le corécepteur CXCRa.

Du coté du co-récepteur CCRs, un antagoniste semble se distinguer, le Vicriviroc.

Déja en études cliniques avancées (phase III), il a montré une activité sur des modeles
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animaux, avec une excellente biodisponibilité et une administration par voie orale. Dans la
méme lignée de molécules, on distingue le SCH-D, un autre antagoniste des co-récepteurs
CCRs ayant atteint les essais cliniques de phase II. Le mode d’action proposé pour ces deux
molécules est une perturbation de la conformation adoptée par le domaine extracellulaire du
co-récepteur a la suite de ’interaction de I’inhibiteur avec le domaine transmembranaire.
Cette interaction induirait une modification de la boucle externe de CCRs empéchant

I’interaction avec la boucle V3 de gp120 [111].

4.2. Inhibition de L’Intégrase virale.

Cette étape constitue une phase cruciale dans le stade de développement du virus,
puisqu’une fois I’ARN virale transcrit en ADN proviral, il sera incorporé dans le génome de
la cellule hote. En dépit de son role important dans le cycle viral, la conception d’inhibiteurs
de I’Intégrase ne fait I’objet d’études que depuis une dizaine d’années.

La premicre classe de molécule ayant montré une certaine efficacité en temps
qu’inhibiteur de I'intégrase viral a été la famille des dicéto-acides, développée essentiellement
par Merck. Ces composés inhibent préférentiellement 1’étape de transfert de brin en culture
cellulaire et pour certains d’entre eux chez I’animal [112, 113]. Un des inhibiteurs de cette
classe ayant atteint les essais cliniques de phase II est le S-1360 (figure 20) (GlaxoSmithKline
& Shionogi pharmaceutical). Le S-1360 est administré par voie orale et a montré une tres
bonne sélectivité. Il a permis de mieux comprendre le mécanisme par lequel cette classe de
molécules agirait. Il semblerait qu’elles séquestrent le métal cofacteur présent au niveau du
site actif de I’enzyme [114]. Ce mode d’action a d’ailleurs permis de classer les dicéto-acides
selon qu’ils sont efficaces en présence de Mn** et/ou Mg2+. Une autre molécule également
développée par Merck est en cours d’essais cliniques de phase III et semble étre prometteuse
puisque les études préliminaires ont montré une diminution de 98% de la charge virale aupres
de patients naifs.

Récemment, une nouvelle classe de molécule a été identifiée, les SH-pyrano-[2,3-d:-
6,5-d’]dipyrimidines (PDPs) [115] (figure 20). Leur mode d’action n’est pas totalement
élucidé, mais semble étre différent de celui des dicéto-acides d’autant plus que les mutations

observées en présence de cette classe de molécules sont absentes dans le cas des PDPs.
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Figure 20: Exemple de deux nouveaux inhibiteurs de I’Intégrase virale.

4.3. Inhibition de la Protéase virale.

La protéase virale de VIH-1 est I’enzyme la mieux connu d’un point de vue structurale
et cela grace a d’innombrables structures cristallographiques disponibles. C’est d’ailleurs pour
cela que le développement d’inhibiteurs de la Protéase viral connu un réel essor.

Tous résultent d’une conception rationnelle et logique, puisqu’ils miment I’état de
transition par lequel passe le substrat lors de son clivage par I’enzyme. Ils possédent tous a la
place de la liaison amide, une liaison non hydrolysable, isostere de 1’état de transition. Ils
bloquent la maturation des virus et les particules virales résultantes sont non infectieuses.

Sept molécules sont déja utilisées en thérapie clinique: les inhibiteurs de premiere
génération dont le Saquinavir, I’Indinavir [116], le Ritonavir [117], utilisé comme booster
et le Nelfinavire [118]. Deux inhibiteurs de 2™ génération ont par la suite ét€ développés, le

Lopinavir [119] et I’Amprenavir (figure 21).
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Figure 21 : Structure des inhibiteurs de la protéase virale de 17 et 2°°™ génération.

La derniere molécule a étre mise sur le marché (Juin 2003) est I’ Atazanavir (figure

22) [120] ou Reyataz®. L’Atazanavir ne nécessite pas d’étre associé au Ritonavir, comme

c’est le cas pour le Lopinavir par exemple. Aucune augmentation du taux de cholestérol ou

des triglycérides n’a été observée avec ce composé, alors que c’est généralement un probleme

majeur lors de I’utilisation des autres inhibiteurs de la protéase. Enfin il est administré sous la

forme d’une seule dose journaliere.
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Figure 22 : Structure de I’ Atazanavir, inhibiteur de 3™ génération.

D’autres inhibiteurs sont en cours de développement avec la volonté d’améliorer leur
efficacité vis-a-vis des souches résistantes tout en diminuant leur toxicité. Ainsi deux
molécules ont été tout récemment mise sur le marché: le Darunavir [121, 122] et le
Tipranavir (PNU- 140690) [123, 124] (figure 23). Ces deux nouvelles molécules sont

d’ailleurs utilisées en combinaison avec le Ritonavir.

I
HO\«\O\ OH N ALF

TMC-114 Tipranavir

Figure 23 : Structure des nouveaux Inhibiteurs de la Protéase virale, le Darunavir et le

Tipranavir.

Il est cependant a noter que le développement de nouveaux inhibiteurs de la protéase
virale connait un certain ralentissement et ce a cause d’un certain nombre d’effets secondaires
liés a leur administration, a leur cofit important mais également a leurs propriétés
pharmacocinétiques. De plus leur caractere peptidique leur confere une tres faible
biodisponibilité et une tres faible solubilité dans les milieux aqueux ce qui les rend d’autant
plus sensible aux dégradation protéolytiques, au métabolisme hépatique et a une excrétion

biliaire assez rapide.
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4.4. La rétrotranscription.

Les inhibiteurs de la RT représentent de loin le groupe le plus riche en terme de
nombre de molécules développées et mises sur le marché.

On distingue deux classes d’inhibiteurs de la RT, la premiere regroupe les inhibiteurs
non-nucléosidiques alors que la deuxieme, beaucoup plus riche en molécules, englobe les

inhibiteurs nucléosidiques.

4.4.1. Les inhibiteurs non-nucléosidiques.

Le groupe des inhibiteurs non-nucléosidiques est certes peu fourni en molécules, mais
regroupe des molécules de structure chimique assez diversifiée et est trés important dans le
traitement anti-VIH.

Déja en 1987, I’équipe de Janssen [125] s’était intéressée au développement
d’inhibiteurs non-nucléosidiques dont les dérivés du TIBO (4,5,6,7-tetrahydro-5-
methylimidazole-[4,5,1-jk](1,4)-benzodiazépine-2(1H)-one) font partie. Ils ont cependant tres
vite été confrontés au développement de résistances.

C’est grace a un large programme de criblage visant a développer des inhibiteurs de la
RT que la Névirapine (Viramune®, 1996) [126], le Délaviridine (Rescriptor®, 1997) [127] et
I’Efavirenz (Sustiva®, 1998) [128] ont été développés (figure 24). Ils ciblent la RT en se liant
de maniere non compétitive a un site allostérique, lipophile, a proximité du site polymérase de

I’enzyme [68, 129].

4 % Qj*Nﬁ )

MeSOZHN

Nevirapine (Boeringer- Ingelheim) Delaviridine (Upjohn/ Pfizer)

K Efavirenz (Dupont (BMS/ Merck) /

Figure 24: Les inhibiteurs non-nucléosidiques.

Tous les inhibiteurs non-nucléosidiques adoptent une conformation similaire au niveau
de leur site de liaison sur la RT rappelant une forme de papillon [130]. Cette organisation est

stabilisée que les interactions hydrophobes qui s’établissent entre les électrons Il des
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groupements aromatiques et certains résidus (Tyr 181 et Tyr188) présents au niveau de la
poche de fixation.

Le probleme majeur rencontré par les inhibiteurs non-nucléosidiques de premicre
génération est une résistance forte et croisée conférée par une seule mutation de résistance. Il
est donc nécessaire de développer de nouvelles molécules qui permettraient de contrer ce
probleme. C’est effectivement le cas avec le TMC 125 ou I’étravirine [131] (figure 25), qui
représente actuellement la molécule active la plus prometteuse en essai clinique de phase II.
Appartenant a la famille des diaryles pyrimidines (DAPY), il s’est avéré étre actif sur la
majorité des souches résistantes aux actuels inhibiteurs non-nucléosidiques actuels ce qui

pourrait s’expliquer par sa capacité a se fixer a la RT en adoptant différentes conformations

[132].
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Figure 25 : Structure du TMC125

4.4.2. Les inhibiteurs nucléosidiques.

La deuxieme classe de molécules visant la RT, regroupe les inhibiteurs
nucléosidiques. Le chef de file de cette famille est le Retrovir®, plus connu sous le nom
d’AZT, approuvé en 1987 par la FDA. L’AZT résulte d’un processus de criblage destiné a
développer des molécules anti-cancéreuses. Il s’est avéré peu actif comme anticancéreux,
mais a été la premiere molécule développée avec succes contre le VIH [6, 7]. Plusieurs autres
molécules ont été développées pas la suite, comme le ddI (Videx®, 1991), le ddC
(Hivid®,1992), le d4T (Zerit®, 1994), le 3TC (Epivir®, 1995) et I’Abacavir (Ziagen®,
1998) (figure 26). Elles appartiennent toutes a la famille des 2°,3’-didésoxynucléosides et
agissent comme terminateur d’élongation de la chaine d’ADN a cause de l'absence de
groupement hydroxyle en 3' sur le ribose. Ce sont des inhibiteurs compétitifs de la RT, se liant

au méme site de fixation que les ANTP.
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Figure 26 : Structure des inhibiteurs nucléosidiques de la RT.

Des combinaisons de molécules actives sont venues renchérir le panel des inhibiteurs
nucléosidiques déja disponibles et simplifier les traitements. C’est le cas du Combivir®
(AZT & 3TC) et du Trizivir® (AZT, 3TC, Abacavir).

Contrairement aux autres classes d’inhibiteurs, les inhibiteurs nucléosidiques
nécessitent plusieurs étapes d’activation avant d’étre actif au niveau cellulaire. Ainsi dans le
cas de I’AZT par exemple, pour pouvoir étre incorporé par la RT dans un brin d’ADN viral et
en terminé 1’élongation, I’AZT doit étre triphosphorylé par les kinases et les nucléotidases
intracellulaires avant de pouvoir agir sur la RT [133]. Le schéma 7 illustre ce mécanisme de

triphosphorylation.
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Schéma 7 : Mécanisme de phosphorylation de I’AZT par les kinases cellulaires et

incorporation au sein de I’ADN en cours d’élongation par la RT [134].

La famille des didésoxynucléosides s’est agrandie dernierement avec I’Emtricitabine
(FTC, Emtriva®, Juillet 2003). Généralement administré sous la forme d’une dose unique
journaliere en présence de ddl et d’Efavirenz, I’emtricitabine a montré une bonne activité
antivirale. Il pourrait étre assez rapidement intégré dans la trithérapie HAART, d’autant plus
que des essais de co-formulation avec le Tenofovir sous la forme d’une gélule unique sont en
cours.

Plusieurs autres molécules (figure 27) sont en cours d’étude et pourraient améliorer
Iefficacité des traitements ; c’est le cas du dOTC ((+)-2’-deoxy-3’-oxa-4’-thiocytidine) et de
son analogue fluoré, FAOTC [135]. Le dOTC, sous la forme d’un mélange racémique, s’est
révélé étre actif sur des isolats de VIH résistants au 3TC [136] ; il ne differe de celui-ci que
par I’inversion du souffre et de I’oxygene au niveau du sucre.

La molécule la plus avancée en terme d’études cliniques (phase II) est I’Amdoxovir
ou DAPD pour (-)-pf-D-2,6-diaminopurine dioxalane [137]. Le DAPD est transformé par
I’adénosine déaminase en guanine dioxalane (DXG) qui est triphosphorylé en DXG-TP, la

forme active, inhibitrice de la RT [138]. L’ Amdoxovir s’est révélé actif contre une grande
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majorité de souches résistantes a ’AZT a la lamivudine, mais également a des souches
multirésistantes, ce qui pourrait offrir une alternative aux combinaisons thérapeutiques

actuelles.
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Figure 27: Structure des nouveaux inhibiteurs nucléosidiques.

Une autre classe d’inhibiteurs du VIH-1 en voie de développement: les inhibiteurs
nucléotidiques. Le Ténofovir (2001) pro-drogue monophosphorylée, reste pour le moment le

seul exemple utilisé en clinique (figure 28).
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Figure 28 : Le Ténofovir, un inhibiteur nucléotidique.

Un récapitulatif des différentes molécules actives utilisées en clinique et leur date de

validation par la FDA est présenté dans le tableau 1 qui suit.
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Les inhibiteurs nucléosidiques

Retrovir (Zidovudine, AZT) Mars 1987
Videx (Didanosine, ddI) Octobre 1991
Hivid (Zalcitabine, ddC) Juin 1992

Zerit (Stavudine, d4T) Juin 1994
Epivir (Lamivudine, 3TC) Novembre 1995
Combivir (AZT & 3TC) Septembre 1997
Ziagen (Abacavir) Décembre 1998
Trizivir (AZT, 3TC, abacavir) Novembre 2000
Viread (Tenofovir) Octobre 2001
Emtriva (Emtricitabine, (-)FTC) Juillet 2003

Inhibiteurs de la protéase virale

Invirase (Saquinavir, HGC) Décembre 1995
Norvir (Ritonavir) Mars 1996
Crixivan (Indinavir) Mars 1996

Frotovase (Saquinavir) Novembre 1997
Agenerase (Amprenavir) Avril 1999

Kaletra (Lopinavir & ritonavir) Septembre 2000
Reyataz (Atazanavir) Juin 2003
Aptivus (Tipranavir) Juin 2005
Prezista (Darunavir) Juin 2006

Inhibiteurs non nucléosidiques de la RT

Sustiva (Efavirenz) Septembre 1998
Viramune (Nevirapine) Juin 1996
Rescriptor (Delavirdine) Avril 1997

Inhibiteur de fusion

Fuzeon (Enfuvirtide, T20) Mars 2003

Tableau 1 : Récapitulatif de I’ensemble des molécules approuvées par la FDA.

A la vue de ce tableau récapitulatif, on aurait tendance a penser que le nombre de
molécules sur le marché est suffisant pour contrer I'infection virale. Cependant le combat
reste permanent et il est impératif de développer de nouveaux inhibiteurs dont les effets
secondaires ainsi que les résistances induites seraient moins importantes car un certain
nombre de résistance croisée commence a &tre mis en évidence.

NB : Il est a noter que cette partie bibliographique s’est aussi appuyée sur plusieurs

références de De Clercq, E [139, 140] et De Corte [141].
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V. Probléeme majeur : les résistances aux traitements.

Malgré les énormes avancées thérapeutiques obtenues grace aux traitements et plus
globalement a la thérapie HAART, le virus réussi encore a contrer ces efforts par le biais de
mutations ponctuelles, responsables de I’apparition de souches résistantes. Les traitements
deviennent alors moins efficaces conduisant a la situation ot un nombre important de patients

se retrouve en échec thérapeutique.

5.1. Les différents mécanismes de résistance.

Les différentes classes d’inhibiteurs actuellement utilisées en clinique humaine
doivent de plus en plus faire face a I’apparition de souches résistantes. C’est le cas par
exemple des inhibiteurs de fusion dont l’activité est altérée en raison de nombreuses
mutations au niveau de la protéine gp120. Les inhibiteurs de la protéase virale sont également
concernés avec I’apparition de mutations localisées soit au niveau du site actif et modifiant
I’interaction enzyme-inhibiteur, soit au niveau d’une zone externe au site actif. Mais la classe
de molécules la plus confrontée a ce probleme majeur reste la famille des inhibiteurs
nucléosidiques de la RT. Pour cette famille de composés on distingue principalement deux
mécanismes liés a ce phénomene.

Le mécanisme le plus classique consiste en une mutation ponctuelle dont les
conséquences sont de diminuer I’affinité et/ou la vitesse d’incorporation de 1’inhibiteur par
rapport au substrat. Ce type de mutation a pour effet de modifier le rapport ke,/Kym de
I’inhibiteur triphosphorylé et le plus souvent aussi celui des ANTP naturels. C’est le cas par
exemple des mutations K65R, L74V ou M184V/I qui touchent essentiellement des acides
aminés proches du site de fixation du substrat ANTP [142]. Des données cristallographiques
ont d’ailleurs montré que I’encombrement stérique généré par la mutation M184V est a
l'origine de la résistance au 3TC par exemple [143]. Une mutation ponctuelle suffit
généralement a modifier de maniere significative le rapport k.,/Ky de I’inhibiteur par rapport
a celui du substrat naturel.

Le deuxieme mécanisme de résistance largement étudié est la phosphorolyse ou
I’ ATPlyse. 1l sera présenté dans le paragraphe qui suit en s’appuyant sur I’exemple de I’AZT.

Il nécessite généralement I’accumulation de plusieurs mutations de résistance.

38



Chapitre I. Introduction générale

5.2. Exemple de I’AZT.

Les didésoxynucléosides en général et I’AZT en particulier, sont reconnus par la RT
sous leur forme triphosphate. Ils sont ajoutés au cours du processus d’élongation de la chaine
d’ADN et agissent comme terminateur d’élongation. L’absence de 1’hydroxyle en 3’
empéche 1’addition du dNTP suivant et contraint la RT a arréter la synthese. Tres vite une
résistance a ’AZT apparait, générée par les mutations M41L, D67N, K70R, L210W,
T215Y/F et K219Q. Ces mutations n’affectent ni 1’affinité de la RT pour I’AZTTP, ni la
vitesse d’incorporation de cet inhibiteur dans I’ADN. De maniere surprenante, ces mutations
favorisent I’ ATP-lyse, une réaction analogue a la pyrophosphorolyse qui utilise I’ATP comme
substrat [144]. En présence des mutations de résistances, I’ ATP présent dans la cellule a une
concentration millimolaire induit 1’excision de I’AZT-MP en bout de chaine par attaque
nucléophile sur la derniere liaison phosphodiester impliquant I’AZT. On génere alors une
extrémité 3’OH libre qui pourra a nouveau former une liaison phosphodiester avec un
nucléotide entrant. L’élongation du brin d’ADN pourra alors reprendre alors qu’un

dinucléoside tétraphosphate A/AZT (5 pppp5’ AZT) est libéré (schéma 8).

Schéma 8: Mécanisme d’excision de I’AZT en présence d’ATP [87].

Il est important de rappeler que tous les inhibiteurs du VIH sont touchés par le
phénomene de résistance et de ce fait des mutations de résistances se développeront
inexorablement lorsque certaines combinaisons médicamenteuses sont administrées. On peut
citer la mutation K103N que l'on observe lorsque 1'AZT est associée a un traitement
comprenant la névirapine ou lorsque des analogues de la thymidine sont associés au ddl.

Apres cette introduction générale concernant les caractéristiques génétiques et

structurales du virus, il apparait clairement que malgré 1’avancée de nos connaissances, le
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VIH-1 continue a faire des ravages. Le nombre de personnes infectées par le VIH ne cesse
d'augmenter malgré les efforts considérables fournis pour développer de nouveaux
traitements. Une des causes essentielles des échecs thérapeutiques est le tres fort taux de
mutations du virus qui peut devenir résistant a de nombreux médicaments, ce qui rend
nécessaire le recours a de nouvelles combinaisons thérapeutiques. Il est donc urgent de
développer de nouvelles molécules insensibles aux mutations de résistance générées par les
traitements actuels, mais également de mieux comprendre d’un point de vue fondamental les
différentes étapes du cycle de réplication viral. Pour apporter quelques éléments de réponse,
nous nous sommes basé€s sur la spectroscopie de fluorescence. Nous aborderons dans cette
derniere partie les principaux aspects qui régissent la fluorescence ainsi que les parametres

importants a déterminer dans le but de caractériser les molécules.

VI- La spectroscopie de fluorescence, concept et aspects généraux.

Par sa grande sensibilité et la variété des parametres qui peuvent étre mesurés, la
spectroscopie de fluorescence permet d’apporter de nombreuses informations structurales et
fonctionnelles sur les systemes étudiés. L’ensemble de ces caractéristiques a valu a cette
technique d'étre utilisée intensivement dans des domaines aussi variés que la physique, la
chimie, mais également la biologie ou la médecine.

Les études mettant en jeu la spectroscopie de fluorescence, sont le plus souvent
effectuées a 1’état stationnaire ce qui permet notamment de mesurer des variations du signal
de fluorescence, de mesurer la mobilité des macromolécules en solution par anisotropie de
fluorescence ou encore de déterminer les distances récepteur-ligand grace a la technique de

FRET. Les expériences de fluorescence résolue en temps permettent quant a elles d’atteindre

un niveau de compréhension supérieur, du systeme étudié.

6.1. Principe de la spectroscopie de fluorescence [145].

C'est en 1853 que fut introduit pour la premicre fois par Stokes, le terme de
fluorescence. Le phénomene de fluorescence résulte d'une interaction entre la matiere et la
lumiere. En effet, lorsque la matiere absorbe un photon d'énergie appropriée, les électrons
passent de 1'état fondamental (So) vers un état excité, atteignant ainsi des orbitales vacantes
d'énergie supérieure (S;-S;...). Le retour a I'état fondamental peut se faire de maniere
totalement spontanée, avec émission de lumiere. Le processus d'absorption est tres court, de

l'ordre de 107"s et cesse directement par arrét de I'excitation.
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D’autres processus peuvent avoir lieu lors du retour a 1'état fondamental, en plus de la
fluorescence; l'ensemble de ces phénomenes est représenté de facon schématique dans le

diagramme de Perrin-Jablonski (figure 29).

Sn A: Absorption
A F: Fluorescence
: Phosphorescence
: Conversion interne
TI: Transition inter-systeéme.

> Etats excités

T,

T,

R I S

Etat fondamental

Figure 29: Diagramme de Perrin-Jablonski.

Selon le diagramme de Perrin-Jablonski, une fois un photon absorbé, les électrons
excités passent a un niveau d'énergie supérieur S;, Sy, Ss....caractérisé par une durée de vie
généralement comprise entre 10"% et 107s. Des niveaux vibrationnels sont associés 2 chaque
état électronique, caractérisés par Sii, Si2, Sis....Le retour a I'état fondamental est précédé
d'une relaxation vibrationnelle vers 1’état de plus basse énergie et éventuellement d’une
conversion interne entre deux états électroniques. L'énergie est dissipée dans I'environnement
soit par sauts d'énergie de vibration ou de rotation, soit a la suite de collisions entre molécules.
Le retour du niveau S; vers Sp peut éventuellement avoir lieu par émission de photons,
caractéristique de la fluorescence, un phénomene qui a lieu sans changement de spin de
I’électron.

Le retour a I'état fondamental peut aussi se produire via une transition inter-systéme
durant laquelle les électrons passent d'abord par un niveau T,. Cette transition non radiative et
normalement interdite, s'effectue entre des niveaux vibrationnels n'ayant pas la méme

multiplicité de spin puisque les électrons passent d'un état singulet vers un état triplet. Cette
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transition peut avoir lieu lorsque le couplage entre les moments magnétiques orbital et de spin
est suffisamment important. Apres conversion interne entre les différents niveaux T, le retour
a I’état fondamental peut se faire par émission de photons au cours d’un processus appelé

phosphorescence.

6.2. Les parametres de la fluorescence.

Toute molécule capable d'absorber des photons est appelée chromophore alors que
I'émission de lumiere selon le processus de fluorescence caractérise un fluorophore. Plusieurs
parametres permettent de caractériser une molécule fluorescente la rendant ainsi plus ou
moins intéressante pour une utilisation en tant que sonde de fluorescence.

L'intensité de fluorescence qui représente la quantité de photons émis par unité de

temps et par unité de volume de solution se définit de facon suivante.

Cette valeur étant directement proportionnelle a la concentration de 1'échantillon (c),
une sonde est d’autant plus sensible que de faibles concentrations en produits peuvent &tre
détectées. Cela suppose que les autres parametres de fluorescence soient élevés, notamment le
rendement quantique (®), mais aussi le coefficient d’extinction molaire (g).

Le rendement quantique de fluorescence correspond au rapport du nombre de photons

émis, par rapport au nombre de photons absorbés. Sa valeur théorique maximale est de 1.

= Nbre de photons émis / Nbre de photons absorbés|

Le troisieme parametre important est la durée de vie de fluorescence. Elle représente le

temps moyen au cours duquel les molécules activées se trouvent dans un état excité avant de
revenir a l'état fondamental. La durée de vie d'une molécule fluorescente est en général de
I'ordre de la nanoseconde voir de la picoseconde. Ce parametre va déterminer la fenétre
d’observation, permettant ainsi de mesurer des changements conformationnels tres rapides.
Un dernier parametre important a considérer est le déplacement de Stokes qui
correspond a la différence entre les maxima d’absorption et d’émission, exprimés en nombre

d’onde.
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ﬁlité arbitraire d’absorhanceA — Spectre d’absorption \

— Spectre d’émission

P Nombre d’onde (cm™)

U,max Ufmax

K ]Déplacement de Stokes : At =1, -l_lfl /

La détection d’une espece fluorescente est d’autant plus facile que le déplacement de

Stokes est important.

VII. Conclusion.

A travers cette introduction non exhaustive, nous avons voulu montrer la complexité
de la lutte contre le virus du SIDA. Le nombre de personnes atteintes par le VIH ne cesse
d'augmenter malgré les efforts considérables menés dans le but de développer de nouveaux
traitements.

Toutes les étapes du cycle de réplication du virus font I’objet de recherches
fondamentales dans le but d’inhiber sa multiplication depuis son entrée dans la cellule hote
jusqu’aux étapes les plus tardives de maturation virale. Les progrés sont considérables mais
encore insuffisants, notamment a cause de I’augmentation constante du nombre de malades en
échec thérapeutiques et cela méme apres avoir suivi la thérapie HAART.

Des efforts considérables sont également menés dans le but de développer un vaccin

contre le VIH-1, mais sa mise sur le marché n’est pas encore d’actualité.

VIII. Présentation du travail effectué au laboratoire.

Dans le cadre du sujet de theése qui m’a été€ confié, nous nous sommes particulierement
intéressés a une étape clé du cycle de réplication virale: la rétrotranscription.
Pour cela deux approches ont été entreprises visant cette étape cruciale:
v Le développement de nouveaux analogues nucléosidiques fluorescents, qui
griace a leurs propriétés spectrales permettraient d’étudier les interactions qui s’établissent
entre les protéines virales et les acides nucléiques. La spectroscopie de fluorescence requiert

en effet 'utilisation de sondes suffisamment sensibles qui permettent de mesurer et de
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visualiser des changements conformationnels et structuraux rapides avec une grande
précision.
Nous avons donc choisi de développer une nouvelle famille de molécules, analogues

de la dA modifiés en position 8 de la base.

/ NH, NCHNM%
N S N
N SN
TS SN
NT>N NTSN
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P
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Figure 30 : Structure des deux sondes nucléosidiques synthétisés sous leur forme nue et sous

la forme de synthon phosphoramidate.

Le premier chapitre s’articulera autour de deux points : d’une part la synthése de ces
deux analogues modifiés de la dA et I’évaluation de leurs propriétés spectrales en fonction
de différents parametres. D’autre part, I’incorporation de ces deux bases modifiées dans des
séquences d’oligonucléotides afin de déterminer I’influence de telles modifications sur la

stabilité de la double hélice d’ADN.

L’étude et évaluation des propriétés inhibitrices d’une nouvelle classe de nucléosides
modifiés, dirigés contre la RT du VIH-1. Grace a une meilleure connaissance du complexe
qui s’établit entre ’enzyme, un duplex d’ADN et un nucléotide entrant, nous souhaitons
inhiber D’activité enzymatique selon un mécanisme original et différent des inhibiteurs
nucléosidiques actuellement utilisés en thérapie clinique. Cette étude sera tout d’abord menée
sur deux composés modeles, la 8-vinyl-désoxyadénosine (8vdA) et la 8-éthyl-
désoxyadénosine (8edA) en préparant les analogues correspondants sous leur forme
phosphoramidites pour qu’ils puissent &tre insérés dans des séquences appropriées
d’oligonucléotides.

Nous avons également voulu tester ’effet de ces modifications (vinyle, éthyle) et
d’autres encore (Br, OMe, thiényle) sur la réplication du virus en culture cellulaire. Pour cela

les nucléosides nus modifiés devront étre préparés.
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Cependant, pour qu’une molécule soit substrat de la RT, elle doit étre sous sa forme
phosphorylée. Nous avons donc entrepris de préparer les dérivés aryloxyphosphoramidates
de nos analogues, dont la conception repose sur la stratégie prodrogue. Nous espérons ainsi
contourner la premiere étape de phosphorylation qui pour certains inhibiteurs est une étape

limitante.

Les synthons phosphoramiditesl
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Q
)\ /P\
)N\ O(CH2),CN

‘ Les nucléosides nus |

NH,
N \N
7/

%f)

HO
0]
R: Br, OMe, Vinyle, Ethyle, Thiényle

OH

Les phényloxyphosphoramidates

NH>
N
N
R— ||
PhO\ //O o _<N N/)
R, P-
>*NH o R: Br, OMe, Thiényle
MeOZC R': CH3’ CH2Ph

Figure 31: Structures envisagées des nucléosides modifiés sous leurs formes

phosphoramidites, nus, et phosphoramidates.
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Enfin nous nous sommes intéressés a la syntheése des analogues nucléosidiques

triphosphorylés.
ﬂes analogues triphosphosphates modifiésl \
o NH»
O\P// 00 NN
- R
0 o P00 pue
/ \Y N
O o P-0O
o o R: Br, OMe, Ethyle, Vinyle, Thiényle

- o /

Figure 32 : Structure générale des nucléosides triphosphates.

En effet c’est sous cette forme qu’ils pourront &tre reconnus par 1’enzyme et pourront
éventuellement avoir une activité inhibitrice. Les dérivés triphosphates sont indispensables a
une étude détaillée de I’inhibition de la rétro-transcription in vitro. Plusieurs tentatives de
syntheése seront présentées pour finalement aboutir a la mise au point d’une stratégie de
synthese sur support solide qui nous a permis de préparer nos analogues modifiés en position

8 sous leur forme monophosphorylée.

Ce manuscrit sera divisé en trois chapitres.

La premiére partie concernera la synthese de nouvelles sondes de fluorescence et

I’évaluation de leurs propriétés spectrales.

La deuxiéme partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus sur une
étude modele portant sur ’évaluation des propriétés inhibitrices d’une nouvelle classe

d’analogues nucléosidiques dirigés contre la rétrotranscriptase.

Le dernier chapitre sera une illustration de I’ensemble des méthodes que nous avons
essayé dans le but d’aboutir aux analogues nucléotidiques modifiés et a la mise au point d’une
nouvelle stratégie de synthese des dérivés monophosphates de la dA sur support solide. Cette
nouvelle stratégie de synthese a également été étendue a d’autres dérivés phosphorylés, tels
que les boranophosphates connus pour leur grande stabilité comparée aux monophosphates.

Nous conclurons en reprenant 1’ensemble des points importants abordés dans ce

manuscrit et en évoquant quelques perspectives a ce travail.
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I. Introduction.

La rétrotranscription, la transcription, la réparation d’ADN etc.... sont autant
d’exemples de machineries faisant intervenir des assemblages biologiques d’acides
nucléiques et de protéines. La compréhension de la fonction biologique de ces assemblages
nécessite 1'utilisation d’outils d’analyse sensibles. Par son extréme sensibilité (possibilité de
détecter une molécule unique) et par la diversité des parametres qu’elle permet de mesurer, la
spectroscopie de fluorescence est un outil de choix pour I’étude des interactions inter et
intramoléculaires de ces complexes et de leur dynamique.

Par ailleurs le développement de nouvelles pistes thérapeutiques contre le VIH,
nécessite une connaissance approfondie des mécanismes moléculaires qui régissent les
interactions des protéines et des acides nucléiques viraux au cours de la réplication. Parmi les
cibles potentielles, la protéine NCp7 a particulierement retenu notre attention[146-148]. En
effet cette protéine interagit avec des séquences d’acides nucléiques, notamment les
séquences TAR (ARN) et cTAR (ADN) lors de la rétrotranscription, notamment grice a ses
propriétés de chaperonne de ’ARN. Le mécanisme par lequel la protéine NCp7 agirait fait
I’objet de nombreuses recherches, mais une controverse subsiste en ce qui concerne son mode
d’action.

Pour résoudre cette contradiction, il est nécessaire de disposer de sondes de
fluorescence sensibles, afin de caractériser le mécanisme moléculaire de NCp7 au contact de
sa cible. Cependant les fluorophores actuels capables de sonder de maniere sensible et site-
spécifique les changements environnementaux des acides nucléiques présentent des
inconvénients majeurs (faible rendement quantique, sensibilité limitée...) qui limitent leur
utilisation.

Dans ce contexte, mon objectif a été de développer des analogues fluorescents de
nucléosides dotés de meilleures propriétés spectroscopiques qui seraient utilisés pour marquer
sélectivement les cibles moléculaires de la NCp7 et ainsi mieux caractériser ses propriétés de
chaperonne.

Avant de détailler plus amplement la stratégie employée pour la syntheése de deux
nouvelles sondes ainsi que leur propriétés spectrales, nous aborderons dans un premier temps
les différentes techniques et voies utilisées pour marquer un acide nucléique, en exposant les

avantages et les inconvénients de chacune d’elles.
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II. Les différentes techniques de marquage des acides nucléiques

Les bases nucléiques naturelles courantes et a fortiori les nucléosides correspondants,
sont tres faiblement fluorescents. Deux stratégies ont été développées pour rendre un acide
nucléique fluorescent : la premicre consiste a rajouter un groupement fluorescent sur le
nucléoside, via un bras espaceur, alors que la deuxieme stratégie consiste a remplacer la base
naturelle du nucléoside par une base modifiée ayant des propriétés de fluorescence

intéressantes.

2.1. Marquage des acides nucléiques via un bras espaceur

Dans une séquence d’oligonucléotide, différentes positions peuvent étre marquées par
un groupe fluorescent [149] (figure 1). Ainsi, des sondes ont pu étre rajoutées aux extrémités
5’[150-153] ou 3’[154-157] en utilisant généralement des dérivés de la fluorescéine, de la
rhodamine ou des groupements danzyles. Des modifications ont également été effectuées au
niveau du lien phosphate [158-163] notamment sur les dérivés phosphorothioates en ajoutant
des aziridines, des sulfonamides ou des bromo-carbonyl-a,fS-insaturés. Cette position est
d’autant plus intéressante qu’elle n’intervient pas dans 1’appariement des bases et ne perturbe
pas ou plus faiblement la stabilité du duplex d’acide nucléique. La base nucléique [164-167]
ainsi que le ribose [168, 169] ont également fait I’objet de modifications visant a rendre
I’oligonucléotide fluorescent. Par exemple la fluorescéine et ses dérivés ont été incorporés
directement sur la fonction amine de la base (A, C, G) via une fonction urée [170] ou un lien

éthynyle en position 5 de la T [171] (figure 1).

/ A

0.0 Base nucléique
P07 _o
/ ? o
0=pP-0
o 0 N0

Fluorescéine o

Figure I : A- Les différentes fleches indiquent les positions de marquage sur lesquelles les
sondes ont pu étre introduites ; B- Structure de la fluorescéine ; C- Monomere dUTP modifié

par la fluorescéine via un bras espaceur.
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Quelle que soit la position de marquage souhaitée sur 1’oligonucléotide, celle-ci peut
se faire de fagon spécifique en adoptant une stratégie chimique ou enzymatique. La synthese
en phase solide d’oligonucléotides a permis une grande avancée dans ce domaine, d’autant
plus qu’un certain nombre de ces sondes fluorescentes sont désormais commerciales sous
forme de phosphoramidite. Quant a la voie enzymatique, le marquage peut avoir lieu en
position 5’ ou 3’, mais également a I'intérieur d’une séquence en utilisant des nucléosides
triphosphorylés modifiés par un groupement fluorescent tel que la rhodamine ou la
coumarine. La sonde est fixée sur la base via un bras plus ou moins long, afin d’empécher des

interactions supplémentaires avec 1’acide nucléique. Ces composés sont pour certains d’entre

eux également commerciaux.

2.2. Les sondes nucléosidiques fluorescentes

La deuxieme voie de marquage a recours a l’utilisation d’une base nucléosidique
modifiée, ayant des propriétés fluorescentes. Comme nous 1’avons mentionné précédemment
les bases nucléotidiques les plus courantes ne sont que tres faiblement fluorescentes. Il existe
cependant des exceptions comme la wyosine (Y;) une base rare présente dans la boucle de
I’anticodon de I’ARNt™ [172]. 1I est néanmoins possible de tirer un avantage de cette
absence de fluorescence des bases naturelles puisque ces dernieéres ne masquerons pas le
signal de la sonde introduite. Une interférence peut néanmoins avoir lieu avec les protéines en
raison des résidus indole et phénol des acides aminés tryptophane et tyrosine, respectivement.

Schématiquement, les analogues nucléosidiques fluorescents peuvent étre répertoriés
en trois classes de produits. La premiere contient les analogues nucléosidiques avec une
modification fonctionnelle de la base. La seconde regroupe les analogues nucléosidiques qui
présentent une extension de la conjugaison du systeme T de la base naturelle. La derniere
classe quant a elle, regroupe les composés dont la base naturelle a été substituée par un
polycycle. Idéalement ces sondes doivent perturber a minima la structure et la fonction des
acides nucléiques marqués.

Ce chapitre sera plus détaillé en raison de la tres grande diversité des modifications

possibles pour rendre les bases nucléiques fluorescentes.
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2.2.1. Les sondes de fluorescence dérivées des bases naturelles [173]

Cette classe de composés comprend des dérivés des quatre bases puriques et
pyrimidiques. Les premiers exemples décrits concernent surtout des dérivés de 1’adénosine,
comme la formycine, la 2,6-diaminopurine désoxyriboside et la 2-aminopurine

désoxyriboside (2-AP) [174] (figure 2).

</N f% N </N f N
N /)\ N N/)\ NH
HO HO
(0] 0]
OH OH
2,6-Diaminopurine riboside 2-Aminopurine riboside /

Figure 2: Structure des analogues fluorescents de 1’adénosine.

Ces trois analogues absorbent la lumieére sur un intervalle de longueur d’onde distinct
des acides aminés et des bases naturelles. Ils permettent ainsi une excitation sélective sans
qu’il n’y ait d’interférences avec le systeme étudié et présentent un maximum d’émission
décalé vers le rouge. Cependant, seule la 2-AP a connu un réel essor en raison de son
rendement quantique élevé (@= 0,68) et constant sur une large gamme de pH. Elle est
également capable d’établir des liaisons Watson-Crick avec la T d’un brin complémentaire,
sans altérer la structure de I’acide nucléique. Sa derniere caractéristique, et non des moindre,
est la possibilité d’étre incorporée de facon spécifique dans des séquences d’oligonucléotides,
assurant ainsi un marquage sélectif.

La 2-AP est par ailleurs disponible commercialement sous sa forme libre,
phosphoramidite, triphosphate ou encore incorporée dans un oligonucléotide. Pour toutes ces
raisons, la 2-AP est actuellement 1’analogue fluorescent le plus employé [175-181]. Elle
présente cependant un certain nombre d’inconvénients (décrits dans plus loin) qui limitent son
utilisation.

Une autre famille comprend des dérivés de la famille des ptéridines [182], comme la
4-amino-6-méthyl-8-(2’-désoxy-B-D-ribofuranosyl)-7(8 H)-ptéridone (6-MAP) [183] et la 4-
amino-2,6-diméthyl-8-(2’-désoxy-B-D-ribofuranosyl-7(8 H)-ptéridone (DMAP) (figure 3).
Ces deux analogues nucléosidiques peuvent étre excités entre 310-330 nm et présentent un

maximum d’émission vers 430 nm. Les rendements quantiques de ces fluorophores sont de
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0,39 et 0,48 respectivement [184]. Cependant leur utilisation est limitée, car ces sondes ont
une durée de vie de fluorescence assez faible et surtout une diminution de l’intensité de

fluorescence est observée lorsqu’elles sont incorporées dans des oligonucléotides.

/ NH2 NH2 \
O0“ N N/)\ O0° "N N/)

HO HO
o) o)

OH OH
4-amino-2,6-diméthyl-8-(2'-désoxy-D-ribofuranosyl- ~4-amino-6-méthyl-8-(2'-désoxy-D-ribofuranosyl)
7(8H)-pteridone (DMAP) -7(8H)-ptéridone (6-MAP) /

Figure 3: Structure des analogues de la dA.

D’autres bases ont également été modifiées dans le but de développer de nouveaux
analogues fluorescents (figure 4); c’est le cas des dérivés de la xanthosine et plus
particulierement la 5-aza-7-déazaxanthine dont la conception est basée sur le motif 5-aza-7-
déazapurine présent dans la wyosine [185].

Plus récemment, un nouvel analogue de la C a été synthétisé et incorporé dans un brin
d’ADN. Grace a ses propriétés intrinseques de fluorescence, la 5-méthyl-pyrimidine-2-one a
été placée a différentes positions afin d’étudier le complexe qui se forme entre la protéine
RecA, qui joue un role important dans les processus de détection et de réparation des 1ésions

chez Escherichia coli, et un ADN simple brin [186].
4 N % I

N ~N
oA LY T

N N~ ~O
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O (@)
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Qazaﬂ-déazaxanthine S-méthyl-pyrimidine-Z-oy

Figure 4 : Structure de deux analogues fluorescents dérivés de la wyosine et de la cytosine.
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2.2.2. Amélioration de propriétés de fluorescence par augmentation de la

conjugaison des bases naturelles

Outre les modifications fonctionnelles des bases naturelles, il est également possible
d’accéder a de nouveaux analogues fluorescents en augmentant la conjugaison au niveau des
noyaux puriques ou pyrimidiques.

Des analogues fluorescents des bases pyrimidiques et plus particulicrement la
cytosine, ont ainsi été développés (figure 5). Ainsi la 3,5-diaza-4-oxophénothiazine (® = 0,20)
est capable d’établir une paire G-C dans différents types de duplex ADN-ARN [187], ADN-
PNA et PNA-PNA [188]. Le cycle aromatique étant plus étendu par rapport a celui de la
cytosine, les duplex contenant cette base sont plus stables, probablement & cause d’un
meilleur empilement des bases [189]. Par ailleurs, lorsqu’elle est incorporée dans un simple
ou double brin d’oligonucléotide, le rendement quantique de fluorescence n’est pas affecté
[189]. Cet avantage a d’ailleurs été utilisé pour des études de FRET en tandem avec la
rhodamine [190]. Cependant la trés faible variation de fluorescence entre un simple et double
brin d’oligonucléotide est une limite pour l’utilisation de cette base dans des séquences
simplement marquées. La pyrrolo-dC (figure 5) est une autre sonde fluorescente dérivée de la
C, développée dans le but de caractériser la boucle de transcription du complexe d’élongation
de ’ARN T7 polymérase [191]. En dépit de la formation d’une paire G-C, I'intensité de
fluorescence de la pyrrolo-dC décroit fortement lorsqu’elle se trouve dans un simple ou

double brin d’ADN.
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QS-diaza-4-oxophénothiazine Pyrolo-dC/

Figure 5 : Analogues fluorescents de la cytosine.

Les benzo[g]quinazolines sont d’autres exemples de bases modifiées (figure 6). Ainsi
la benzo[g]quinazoline-2,4-(/ H,3H)-dione, un analogue de la thymidine, offre un rendement

quantique de fluorescence de 0,82 et a été essentiellement utilisée pour des études de
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formation de structures en triple hélice par des oligonucléotides. Aucune modification de
I’intensité de fluorescence n’a été observée lorsque cet analogue est dans un simple ou double
brin d’oligonucléotide. Cependant, une diminution de 1’intensité de fluorescence et un
déplacement du maximum d’émission vers les longueurs d’onde plus courtes sont observés,
lorsque le brin contenant 1’analogue modifié établit des interactions Hoogsteen dans une
structure en triple hélice [192].

Un autre exemple de cette classe dérive de la cytosine: le 4-amino-1H-
benzo[g]quinazoline-2-one est utilisé afin de déterminer I’état de protonation des bases

présentes dans une structure en triple hélice [193] (figure 6).
a Q NH; I

T IO
OéI\N O)\N

HO HO
O 0]
OH OH
ano[g] quinazoline-2,4-(1H,3H)-dione 4-amino-1H-benzo[g] quinazoline-Z-(ﬂe/

Figure 6: Analogues fluorescents des bases T et C.

2.2.3. Bases dérivées des noyaux polycycliques aromatiques

La derniere famille de composés a été élaborée selon une approche qui consiste a
introduire une structure polycyclique aromatique soit en remplacement de la base, soit sur la
base elle méme.

Ainsi lorsque la base est remplacée par une structure polycyclique, la perte des liaisons
hydrogene des appariements peut &tre compensée par des forces d’empilement qui peuvent
étre supérieures a celles qu’établissent les bases naturelles. Des systemes cycliques tels que le
phénanthréne, le pyréne ou le 4-méthyl-1H-indole ont ainsi été introduit en position C1’ du
2’-désoxyribose [194] (figure 7). Les rendements quantiques de ces analogues sont cependant
assez modestes et sont encore plus faibles lorsqu’ils sont incorporés dans un brin d’ADN ou

d’ARN.
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.

Pyrene Phénanthrene 4-Méthylindole

Figure 7: Exemples d’analogues nucléosidiques a noyaux aromatiques polycycliques ou R

représente la partie désoxyribosyle ou ribosyle.

En suivant la méme approche, d’autres structures cycliques modifiées ont été décrites.
C’est le cas par exemple des dérivés du stilbene, des terphényles, des tertiothiophénes, et des
benzoterthiophenes introduits en position C-1’a du désoxyribose (figure 8). Ces fluorophores
ont la particularité d’induire un déplacement vers le rouge des Ay, d’absorption et d’émission

lorsqu’ils sont incorporés dans une séquence d’acide nucléique.

~

OO0 O
. R: 2'-désoxyribose
Terphényle Stilbene
TN N/ N/ Y\ /7
R” S S S R™ S S S
K Terthiophéne Benzoterthiophéne j

Figure 8: Analogues du 2’-désoxyribose modifiés par des structures polycycliques.

Une deuxieme approche consiste a conjuguer un polycycle aromatique sur la base
naturelle (figure 9). Cette approche a été particulierement étudiée avec des polycycles de type
pyréne. Le pyrene présente en effet des propriétés spectrales intéressantes avec un rendement
quantique élevé et la possibilité de former des excimeres. La littérature est donc riche en
exemples dans lesquels le groupement pyrene a été introduit au niveau de bases naturelles. Au
nombre de ceux-ci on trouve des analogues de la dA (dAPy) et de la dU (dUPy) pour lesquels
le noyau pyrénique a été introduit, via un bras acétylénique, en position 8 et 5

respectivement, par un couplage de Sonogashira [195] (figure 9).
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~

Ref: 195

NH, ‘O‘O S o \
OO =7y [ X
Ot =
HO HO
o} o}
OH OH

NH (@]
</ \> — ¢ fN </ \> _ </N NH
R/ o ‘N/) R/iHO N | N/)\NH
)

HO. 2
@) Ref: 196
OH OH OH OH

Figure 9 : Bases nucléiques conjuguées a un pyrene ou a un cycle phénylique via un lien
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Les nucléosides modifiés correspondants ont été incorporés dans des duplex d’ADN et
il apparait clairement que la perte des liaisons hydrogeéne est nettement compensée par
I’empilement des noyaux pyréniques qui assurent une grande stabilité au systeme.

Trois observations ont pu étre relevées: pour le couple dAPy-dAPy, une augmentation
importante de I’intensité de fluorescence est observée. Elle est modérée pour le couple dAPy-
dUPy, alors que 1’émission de fluorescence diminution de maniere drastique dans le cas de la
paire dUPy-dUPy. Ces différences semblent étre liées a des modifications de 1’environnement
proche des résidus pyrénes, mais également a leur emplacement au niveau du grand ou du
petit sillon.

Tout récemment, des analogues de la A et de la G ont été modifiés en position 8 du
noyau purique par des groupements phénylacetyléne substitués (figure 9). Les premieres
données quant a leurs propriétés de fluorescence montrent un net déplacement des maxima
d’émission vers le rouge [196].

Apres cette présentation non exhaustive des différentes modifications susceptibles
d’étre introduites sur les bases nucléiques pour les rendre fluorescentes, un certain nombre de
limites persistent. Elles concernent essentiellement le faible rendement quantique de ces bases
lorsqu’elles sont incorporées dans des duplex d’ADN, et surtout les perturbations importantes
de la structure de ’acide nucléique induites par certains de ces analogues. C’est d’ailleurs

pour cette raison que leur utilisation s’est limitée a quelques applications bien spécifiques.
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2.3. Etats des connaissances et objectifs

2.3.1. Interaction TAR- cTAR en présence de NCp7

L’hybridation de la séquence TAR avec sa séquence complémentaire cTAR est le
facteur limitant du premier transfert de brin et nécessite les propriétés chaperonnes de la
protéine NCp7. Ces propriétés stimulent fortement la cinétique d’appariement des séquences
cTAR et TAR [74] et évitent les réactions parasites d’auto-amorcage [197, 198]. Dans des
études précédentes, 1’équipe d’Y. Mély a montré que la phase d’initiation de 1’activation du
complexe TAR/cTAR repose sur une déstabilisation de la structure secondaire de cTAR [199-
203].

Plus récemment, des études cinétiques ont été€ entreprises pour comprendre le
mécanisme d’hybridation intermoléculaire TAR/cTAR en présence et en absence de NCp7.
Ces travaux ont montré que les cinétiques d’hybridation sont fortement accélérées par la
protéine chaperonne et reposent sur un mécanisme d’hybridation par « invasion de brin » au

niveau du bas de la tige (schéma 1).

Hybridation par le bas |

N

En présence de ¢cTAR et NCp7|

Duplex étendu

TAR

Hybridation par le haut | %

LTI

Complexe
Boucle-Boucle

Schéma 1 : Représentation schématique des deux mécanismes proposés d’hybridation de

c¢TAR/TAR induite par NCp7.
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Ce mécanisme d’invasion de brins est cependant remis en question par plusieurs
équipes qui avancent le passage par une structure de type boucle-boucle [204-206] (schéma
1). I faut cependant préciser que ces études ont été réalisées dans des conditions
expérimentales différentes et sur des séquences de TAR et cTAR de souches différentes. 11 est
également a noter qu’un mécanisme de type boucle-boucle a également été observé par
I’équipe d’Y. Mély, en utilisant des mutants tronqués de cTAR [207].

Dans ce contexte, notre objectif est de développer de nouvelles sondes qui grace a
leur propriétés de fluorescence devraient permettre de déterminer si le mécanisme
d’hybridation TAR/cTAR promu par NCp7 peut selon les conditions ou la nature des

séquences, passer par I’une ou I’autre des voies.

2.3.2. Les outils fluorescents utilisés

Jusqu’a présent les études par spectroscopie de fluorescence ont été menées avec des
séquences tige-boucle de cTAR doublement marquées aux extrémités 3’ et 5’ respectivement
par un groupement accepteur et un groupement donneur. Cette premicre stratégie est basée
principalement sur le transfert d’énergie par résonance (FRET) et repose en particulier sur le
concept des « balises moléculaires ».

En raison de la proximité des deux fluorophores dans la forme fermée de la tige,
I’ensemble n’est pas fluorescent a cause d’un couplage excitonique. Par contre en présence de
la séquence complémentaire de cTAR ou de NCp7, on assiste au dépliement de celle-ci et a
I’éloignement des groupements accepteur et donneur qui sont sujets au FRET (figure 10)
[199]. Lorsque les deux sondes s’éloignent, la fluorescence est alors restaurée. En présence de

la protéine NCp7, les cinétiques d’hybridation entre TAR et cTAR sont fortement accélérées.

4 a

+MNC +MC
L q— —>

KU_‘ C 0, a, 0, /

Figure 10: Nustration de I'utilisation des balises moléculaires lors de 1’étude de I’interaction

de NCp7 avec cTAR.
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En I’absence de la protéine NCp7, la forme fermée C est favorisée, mais toujours en équilibre
avec les formes O; a O4. En présence de la protéine chaperonne, ’équilibre est déplacé vers
la forme ouverte.

Cette approche permet de suivre en temps réel le mécanisme d’hybridation de la
séquence marquée avec sa séquence complémentaire sur les positions terminales. En revanche
pour suivre les mécanismes moléculaires sur des positions internes d’un duplexe,
I’introduction de sondes de fluorescence telles que les balises moléculaires est exclue en
raison des perturbations structurales et/ou fonctionnelles qui pourraient affecter

I’oligonucléotide.

2.3.3. Objectifs de travail

Une autre approche consisterait a remplacer une base naturelle par un analogue
fluorescent perturbant a minima la structure et la fonction de 1’acide nucléique. Cette stratégie
présente aussi 1’avantage d’éviter un double marquage de I’acide nucléique et repose
essentiellement sur la 2-aminopurine (désoxy)ribosyle [208-210]

La 2-AP reste a ce jour la sonde de fluorescence la plus utilisée, d’autant plus qu’elle
est un excellent mime de la dA pouvant la remplacer aussi bien sur des positions internes
qu’externes et cela en raison des nombreux avantages évoqués précédemment. Elle présente
néanmoins un certain nombre d’inconvénients [174]. En effet, lorsque la 2-AP se trouve
incorporée dans un oligonucléotide, son rendement quantique décroit d’un facteur qui peut
atteindre deux ordres de grandeur, ce qui nécessite 1’utilisation de concentrations importantes
d’oligonucléotides marqués. De plus, I’emploi de sondes peu sensibles ne se préte guere a la
détermination de constantes d’affinité de complexes tres affins et de constantes de vitesse tres
rapides pour lesquelles des concentrations tres faibles en oligomeres sont nécessaires pour
étudier la formation des complexes. Par ailleurs, les interactions acides nucléiques/acides
nucléiques et acides nucléiques/protéines qui n’induisent pas un changement de 1’état
empilement, sont difficiles & suivre et requierent des méthodes spectroscopiques plus
sophistiquées [211, 212].

Dans ce contexte, mon objectif a €ét€¢ de synthétiser de nouveaux analogues
nucléosidiques fluorescents qui perturbent a minima la structure et la fonction des acides
nucléiques. L’utilisation de telles sondes devrait permettre de lever les ambiguités en ce qui
concerne le mécanisme d’hybridation entre TAR et cTAR sous I’effet de la protéine NCp7.

En étudiant les cinétiques d’hybridation par spectroscopie de fluorescence avec des
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séquences marquées a différentes positions, nous devrions étre capable de distinguer I’un ou

I’autre mécanisme (schéma 2).

TAR c¢TAR

Hybridation par le bas | Hybridation par le haut
NCp7 I

Complexe
Boucle-Boucle

N J
e
Variation de l'intensité du
signal de fluorescence

%(—J

Aucune variation de l'intensité du
signal de fluorescence

Schéma 2: Représentation schématique des informations attendues par spectroscopie
de fluorescence en fonction du mécanisme d’hybridation TAR/CTAR sous l'effet de la

protéine NCp7 avec une séquence cTAR marquée avec une base fluorescente

Idéalement les sondes nucléosidiques fluorescentes a préparer dans le cadre de cette
these doivent répondre a plusieurs criteres :
v' Qu’elles puissent étre introduites facilement dans 1’acide nucléique.
v' Qu’elles soient capables d’établir des liaisons hydrogéne avec le brin
complémentaire, tout en maintenant la structure et la fonction de 1’acide nucléique.
v" Qu’elles soient facilement détectées méme a de faibles concentrations.
v" Qu’elles induisent une différence de signal importante lors des contacts entre
I’acide nucléique et sa cible.
Des recherches ont été menées dans ce sens avec la 8-vinyl-désoxyadénosine et la 8-

thiényl-désoxyadénosine (8thdA).
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I11. La 8vdA, une nouvelle sonde de fluorescence

3.1. Propriétés de la 8vdA

Notre choix s’est porté sur la 8-vinyl-désoxyadénosine (8vdA) qui s’est révélée tre un
bon candidat en tant que sonde de fluorescence puisque I’introduction d’un groupement aussi
petit que le groupement vinyle suffit a rendre la désoxyadénosine (dA) fluorescente. Nous
avons donc cherché dans un premier temps a caractériser cette nouvelle sonde (UV, stabilité
en fonction du pH, de la température) avant d’exploiter ses propriétés de fluorescence dans le
cadre de 1’étude qui nous intéresse.

La 8vdA possede un maximum d’absorption a 294 nm et d’émission a 396 nm et peut
étre excitée de facon sélective sans qu’il n’y ait d’interférences avec les résidus tyrosines ou
tryptophanes des protéines. Avec un rendement quantique mesuré de 0,65 et un coefficient
d’extinction molaire de 12600 M .cm™, la 8vdA est environ deux fois plus sensible que la 2-

AP (figure 12).

ﬁlnm 396%
NH,

- \_«NfN
N N/)

HO
O
OH
8-vinyl-désoxyadénosine (8vdA)

K e= 12600 M'.cm™ ; ®= 0,65 /

Figure 12 : Caractéristiques spectrales de la 8vdA.

Il était également important de vérifier 1’influence du groupement vinyle sur
I’orientation syn ou anti de la base par rapport au sucre. Dans ce but, une étude par RMN
NOESY a été effectuée et il apparait clairement que la base peut adopter une conformation
anti, compatible avec 1’établissement de liaisons Watson-Crick avec la base complémentaire.

La préparation des oligonucléotides marqués de facon sélective par la 8vdA pouvait
donc a présent étre envisagée. Une des méthodes de choix pour atteindre cet objectif, est la
synthese en phase solide, qui permet d’introduire la sonde fluorescente de facon spécifique,

Pour cela nous avons eu recours a la chimie des phosphoramidites pour préparer le

synthon de la 8vdA correspondant et ainsi 1’incorporer dans différentes séquences (schéma 3).
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Schéma 3: Schéma rétrosynthétique pour accéder aux séquences incorporant la 8vdA.

Ces séquences d’oligonucléotides marqués nous ont permis :

v D’étudier I'influence de la base sur la stabilité du duplex,
v D’étudier la sélectivité d’appariement,
v De mesurer les rendements quantiques.

Apres un bref rappel du principe de la syntheése en phase solide des oligonucléotides
utilisant la chimie des phosphoramidites, j’exposerai la stratégie de synthese suivie pour la
préparation du synthon phosphoramidite et pour les séquences marquées par la 8vdA.

L’ensemble de ce travail ayant fait I’objet d’une publication, je ne reprendrai dans

cette partie du manuscrit que les points les plus importants.

3.2. La synthese en phase solide

La synthese en phase solide a été développée dans les années 50-60 par Merrifield
[213] qui, grace a une technique simple et ingénieuse, a pu synthétiser des polypeptides. Il a
démontré que le succes d'une synthese polypeptidique était 1i€ a I'immobilisation du premier
acide aminé sur un support solide. Les acides aminés suivants peuvent alors étre rajoutés
successivement sur la chaine en cours de synthese, jusqu’a atteindre la taille et la séquence
désirée. Le polypeptide est ensuite détaché du support solide avant d’€tre purifié. Ce procédé
s'est révélé étre tres efficace en permettant de réelles avancées dans le domaine de la chimie et
de la biochimie des hormones, des enzymes et des peptides. Les travaux de Merrifield ont

d'ailleurs été récompensés par le prix Nobel en 1984.
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L'utilisation et les applications de cette technique ont donc été étendues tout
naturellement a la synthese d'oligonucléotides [214], remplagant ainsi la syntheése en solution
ou par voie enzymatique, beaucoup plus contraignantes et fastidieuses.

La synthese d’oligonucléotides en phase solide a connu un essor considérable en
particulier grace au développement d’outils de synthese automatisés permettant de préparer
rapidement des séquences pouvant atteindre une centaine de résidus, en évitant les étapes de
purification intermédiaires effectuées lors de la chimie en solution. Outre des temps de
réaction réduits, la phase solide offre la possibilité d’utiliser I’ensemble des réactifs en exces
ce qui permet une augmentation des rendements de couplage, ou de déprotection, pour chaque
étape du cycle. L’exces de réactif agit alors comme « moteur » poussant la réaction vers un
rendement quasi quantitatif. La fixation du produit sur le support permet d’éliminer I’exces de
réactif par simple lavage de la résine a I’aide d’un solvant approprié.

Ainsi si I’on considere qu’'un cycle de synthése dure en moyenne 8 minutes, il devient
possible de synthétiser des oligonucléotides de taille allant jusqu’a 50 résidus en une seule
journée.

Une des contraintes principales de cette stratégie de synthese linéaire est que chaque
étape du cycle doit étre effectuée avec une efficacité élevée afin d’obtenir un rendement final
en oligonucléotide satisfaisant. Ceci explique aussi pourquoi les réactifs sont utilisés en exces.

A ce stade, il convient de mentionner que la synthése en phase solide
d’oligonucléotides s’effectue de I’extrémité 3’ vers 5° (puisque le premier nucléoside sera fixé

en 3’ sur la résine), alors que la biosynthése de I’ADN a lieu de 5° vers 3.

3.2.1. Résines et supports

Le support solide généralement utilisé est de type CPG (Controled Pore Glass). Cette
résine de synthese, composée essentiellement de silice, a été largement utilisée comme phase
stationnaire en chromatographie en raison de ses excellentes propriétés mécaniques. La CPG
se distingue par une large gamme de porosités (25 a 300 nm) et de taille de particules assurant

une bonne distribution spatiale des ligands ainsi qu’un débit homogene.

A B
NH, o)
© J_/ © J
.. AN NN /\/\/\/NH
- - O N
0si osi oY o7 N
0] o OAc
CPG LCAA-CPG

Figure 13 : A) Structure de la CPG ; B) Structure de la LCAA-CPG.
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Un autre support solide tend actuellement a succéder a la CPG, le LCAA-CPG (Long
Chain Alkylamine-Controlled Pore Glass) [215, 216], qui se distingue par la présence d’un
bras espaceur de longue taille (figure 13). Le premier monomere est fixé sur la résine via un
lien succinique[217], diglycolique [218] ou plus récemment le « Q-linker » désignant le lien
hydroquinone-O-0O’-acidediacétique [219]. Ce dernier assure des temps de clivage de la résine
beaucoup plus courts (2 min de clivage en présence d’NH4OH) mais surtout une plus grande
stabilité lors du stockage de la résine.

Les résines actuellement commercialisées possedent déja un premier monomere fixé
(A, C, G ou T) par son extrémité 3’, ce qui permet de contourner la premiere étape de
couplage entre le monomere et la résine. Cette réaction souvent fastidieuse en terme de temps
de réaction (généralement 24h) est également handicapante en terme de rendement de

réaction.

3.2.2. Principe de la syntheése des oligonucléotides en phase solide

La grande majorité des syntheses d’oligonucléotides effectuées en phase solide, repose
sur la chimie des phosphoramidites. La synthese peut également faire appel a la chimie des
phosphonates mais son utilisation est moins répandue.

Un premier monomere nucléosidique est immobilisé sur un support solide via un bras
espaceur de longueur variable et les monomeres phosphoramidites des bases nucléiques
naturelles sont rajoutés au fur et a mesure de ’avancement du cycle de synthése. Une
succession de réactions chimiques effectuées grice a un synthétiseur automatique permet
d’aboutir a un enchainement de nucléosides, dont la cohésion est assurée par des liaisons

phosphodiester.

Base Nucléique (A, C, G, T)
GpO
(0]

%
))\lj\o/\/CN

Figure 14: Structure générale des monomeres phosphoramidite employés en synthése
solide d’oligonucléotides.

Rem : La nature du groupement protecteur (Gp) sera explicitée plus tard.
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Des groupements protecteurs sont nécessaires au niveau de la base et du ribose afin
d’éviter les réactions secondaires et d’assurer ainsi les meilleurs rendements de couplage. La
fonction amine exocyclique de 1’adénine et de la guanine est ainsi particulierement réactive en
présence notamment du réactif de phosphitylation; elle est protégée par des groupements
benzoyle ou formamidine. Ces groupes protecteurs sont éliminés en fin de synthése par
traitement basique. Quant a 1’alcool en 5°, le choix s’est tourné vers un groupe protecteur
orthogonal tel que le groupement diméthoxytrityle (DMTr), sélectif des alcools primaires
(hydroxyle en 5’) du sucre.

Le cycle de synthese et de couplage d’un nucléoside peut €tre divisé en 4 étapes

successives, détaillées ci-apres (schéma 4).
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Schéma 4: Schéma type de synthése d’un oligonucléotide sur support solide.
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1- La déprotection

La premiere étape du cycle consiste a libérer la fonction alcool du ribose en 5’ dans
des conditions acides douces. Le cation DMTr" ainsi libéré permet, grice a un test
colorimétrique, de mesurer ’efficacité de couplage de chaque nucléoside et de déterminer
ainsi un rendement moyen de synthese.

2- Le couplage.

Une fois 1’alcool en 5° libéré, il peut réagir avec le phosphoramidite en 3’ du
nucléoside suivant en présence de tétrazole, I’agent de couplage le plus communément utilisé.
De plus en plus, de nouveaux agents de couplage tentent de remplacer le tétrazole, composé
pouvant causer incendies et explosions. Au nombre de ceux-ci, on peut mentionner 'ETT (5-
ethylthio-1H-tetrazole) et plus récemment le BTT (5-benzylthio-1H-tetrazole) qui assurent
des temps de couplage beaucoup plus courts [220].

3- Le « Capping » ou coiffage.

L’étape de couplage est directement suivie de la protection des alcools libres n’ayant
pas réagit, sous la forme d’acétate, empéchant ainsi toute réaction lors des cycles ultérieurs, ce
qui évite I’apparition de séquences de tailles proche a celle de 1’oligomere désiré et facilitera
la purification de ce dernier en fin de synthese.

4- L’oxydation.

Le phosphite intermédiaire formé est oxydé en phosphate, mettant fin au premier cycle
de synthese.

Le cycle réactionnel est répété autant de fois que la séquence le nécessite.

Afin d’obtenir I’oligonucléotide de taille et de séquence désirées, ce dernier est clivé
du support solide dans des conditions basiques permettant ainsi, par la méme occasion, de
déprotéger 1’ensemble des groupements protecteurs des bases nucléiques. Les
oligonucléotides sont finalement purifi€és sur gel d’électrophorése et/ou par CLHP et

caractérisés par spectrométrie de masse MALDI ou ESIL.
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3.3. Méthodologie employée pour la 8vdA

3.3.1. Synthese du phosphoramidite de la 8vdA (5)

/ NCHNMe, NCHNMe, @
\ ,NfN \ /NfN ,wa
) gl 3

NTN N™ >N

DMTrO DMTrO HO
o)  — (0] [ — (0]
Q OH OH
)\ P Désoxyadénosine

N~ “O(CH,),CN

\2 8vdA-CE-phosphoramidite /

Schéma 5 : Schéma rétrosynthétique du synthon phosphoramidite de la 8vdA.

La synthese du phosphoramidite de la 8vdA a fait I’objet d’une publication, insérée
dans ce manuscrit [221], c’est pour cela que ne seront données dans cette partie que quelques
précisions concernant deux étapes particulieres du schéma synthétique: I’introduction du
groupement vinyle en position 8 et la derniere étape de phosphitylation.

En effet 1’étape clé de la syntheése du synthon phosphoramidite de la 8vdA est
I’introduction du groupement vinyle en position 8 de la base. Une des méthodes de choix pour
former des liaisons C-C est un couplage au palladium. Plusieurs méthodes de couplage sont
connues dans la littérature et dépendent de la nature du substrat (aryle alcyne....) et du dérivé
choisi (borate, stannane...). Notre choix s’est porté sur le couplage de Stille [222], dont le

cycle catalytique est représenté dans le schéma 6.
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NHz NH,
NN
\%/ f\)N Pd(PPh;),
N N/
DMTrO * DMTrO
o

b Pd(PPhs),
Ar-CH=CH, Addition oxydante

Elimination réductrice

Transmétallation

Sn(CH=CH,);Br

Schéma 6: Mécanisme de formation d’une liaison C-C selon le couplage de Stille, appliqué a

notre synthese.

En perdant deux ligands triphénylphosphines, le catalyseur sous la forme Pd(PPhs),
peut initier le cycle catalytique. Il débute par une insertion du palladium au niveau de la
liaison Aryle-halogene (Ar-Br), formant ainsi un complexe dans lequel le palladium est passé
du degré d’oxydation (0) a (+II). On parle d’addition oxydante. Cette étape est suivie par
I’étape de transmétallation au cours de laquelle on assiste a un échange entre 1’halogéne (Br)
et un des groupements vinyle coordiné a I’étain. Le cycle catalytique s’achéve par une
élimination réductrice, au cours de laquelle Ar-CH=CH; est libéré, permettant de régénérer
I’espece catalytique réactive au degré d’oxydation (0).

La deuxieme étape délicate de cette synthése a été I’introduction du groupement
phosphoramidite en 3’ du composé totalement protégé (DMTr en 5 et N,N’-
dimétylformamidine en N6). Ainsi, le réactif usuel préconisé lors de cette étape, le chloro-
N,N’-diisopropyl-cyanoéthyl-phosphoramidite n’a pas été utilisé en raison des risques
d’addition d’une molécule d’HCI sur la double liaison. Pour contourner ce probléme, nous
avons utilisé un autre réactif, le N,N’-diisopropyl-cyanoéthylphosphorodiamidite, malgré sa
grande sensibilité. Le synthon phosphoramidite de la 8vdA a été obtenu avec un rendement de

60% apres purification.
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3.3.1. La 8vdA dans les séquences d’oligonucléotides

Une fois le synthon phosphoramidite de la 8vdA préparé, 4 séquences modifiées par la
8vdA ont été synthétisées sur un support CPG-dC, a I’échelle de la micromole. Les séquences
ont été choisies de telle sorte que la 8vdA soit en position centrale de séquences
palindromiques, non auto-complémentaires. Nous avons également cherché a étudier I’effet
de la nature des 4 bases (A, C, G, T) lorsqu’elles sont directement a proximité de la 8vdA. La
synthese des séquences marquées a été effectuée en collaboration avec 1’équipe du Dr. R.
Marquet (UPR 9002 du CNRS, IBMC, Strasbourg).

Les phosphoramidites commerciaux (dA, dC, T, dG) utilisés lors de la synthese des
oligonucléotides marqués sont protégés par un groupement DMTr pour I’alcool primaire en 5’
et les groupements phénoxyacétyles et isopropylphénoxyacétyles pour la fonction amine des

bases puriques (respectivement dA et dG) et acétyle pour dC.
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Figure 14: Synthons phosphoramidites utilisés en synthese solide.

Il a fallu également prendre en compte la sensibilité du groupement vinyle lors des
différentes étapes de syntheése en phase solide en modifiant les conditions réactionnelles de

certaines étapes :
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v Les temps de couplage ont été augmentés (35 secondes) assurant ainsi un
rendement de couplage supérieur a 97%.

v' L’anhydride acétique a été remplacé par 1’anhydride phénoxyacétique évitant
ainsi la formation de dG-N6 acétylés.

v Quant a ’étape d’oxydation, nous avons préféré remplacer 1’agent d’oxydation
habituellement utilisé en synthese d’oligonucléotides (I, Pyridine, H,O, THF) par de la
butanone peroxyde [223], qui assure des conditions d’oxydation douces, plus adéquates avec
le groupement protecteur formamidine.

v Les oligonucléotides ont été déprotégés du support solide par traitement avec
une solution aqueuse d’NH4OH a 28%. Une cinétique de déprotection de 1’oligonucléotide sur
24h a été effectuée avec un suivi par CLHP (Cf. figure 7 partie supplémentaire). Cette étude a
permis de mettre en évidence la formation d’un produit secondaire qui s’accumule au cours
du temps et qui résulterait de 1’addition d’une molécule d’ammoniaque sur la double liaison.
La formation de ce sous-produit a également été confirmée par spectrométrie de masse
MALDI-Tof. Les temps de déprotection du support solide ont donc été fortement réduits
puisque 4 heures suffissent pour récupérer I’ oligonucléotide marqué.

Des séquences modeles ont été synthétisées pour lesquelles la 8vdA et la dA ont été
incorporées en position centrale. Une étude comparative avec les oligomeres contenant soit la
8vdA, soit la 2-AP, soit la désoxyadénosine a été€ menée en collaboration avec 1’équipe du Pr.
Y. Mély (UMR 7034 du CNRS, faculté de pharmacie, Strasbourg) et nous a permis de
montrer que :

v" Comparativement 2 la dA, la 8vdA ne déstabilise que trés faiblement le duplex.

v Comme la dA, la 8vdA s’associe préférentiellement avec la dT en formant un

appariement Watson-Crick.

v La 8vdA est un meilleur mime de 1’adénosine que la 2-AP puisque dans 2

séquences sur 3 la déstabilisation du duplex est moindre.

v Dans toutes les séquences et comparativement aux oligonucléotides contenant

la 2-AP, un gain en sensibilité d’un facteur 3 a 4 a été mesuré dans les études

de fluorescence.
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8-vinyl-deoxyadenosine, an alternative fluorescent nucleoside analogue to 2’-
deoxyribosyl-2-aminopurine with improved properties.

Nouha Ben Gaieda’#, Nicole Glasserb’#, Nick Ramalanjaonab, Hervé Beltzb, Philippe Wolff,
Roland Marquet®, Alain Burger®”, Yves Mely".

Synthesis: General information.

All nucleoside derivatives were dried twice by coevaporation with dry pyridine before
use. Pyridine was distilled and stored over KOH. EtOAc was distilled over CaH,; CH,Cl, was
distilled over P,Os, stored over molecular sieves (4}'\) and filtered through an activated
alumina column before use. Tetrazole was sublimated (P= 0.1 mBar, oil bath = 85°C, caution
do not exceed 100°C). Pd(PPh3)s was synthesised according to the procedure of Heck (43).
Flash chromatography was made on silica gel purchased from Merck (40-63 pum) treated with
NEt; to prevent dimethoxytrityl degradation. Thin layer chromatography was performed on
Merck 60F,s4 coated plates. Chromatography of the phosphoramidite was done on silica gel
pre-treated as followed: silica gel was washed successively with HCI (1N), water, NH,OH
(10%) and water and finally, dried under reduced pressure. The phosphoramidite 6 was
dissolved in CH3CN (0.1M) (high quality for DNA synthesis, Fluka), stored overnight over
activated 3A molecular sieves (Merck) and filtered through a 0.45um filter (Millex®-HV,
Millipore) before use in oligonucleotide synthesis.

NMR spectra were recorded at 200, 300 or 500 MHz on a Bruker Advance
Spectrometer. The NMR chemical shifts are reported in ppm downfield from TMS for 'H and
C NMR and 85% H3PO, for *'P NMR. Mass spectra were recorded on an Esquire 3000 Plus
equipment, in either positive or negative Electron Spray lonisation (ESI) mode.

5’-Dimethoxytrityl-8-vinyl -2’-deoxyadenosine (4):

In a Schlenk flask, compound 3 (500 mg, 0.8 mmol) was dissolved in N-

methylpyrrolidone (NMP, 2.7 mL). Pd(PPh3)s (90 mg, 0.078 mmol) was added and the



reaction mixture was degassed three times before adding tetravinyltin under Ar (290 pL, 1.58
mmol). The reaction was then heated in an oil bath at 110°C and followed by TLC
(CHCl13/MeOH/NEt; 93:5:1). After 1h, the reaction mixture was cooled to room temperature,
and EtOAc and H,O were added. The mixture was filtered over celite and the filtrate was
washed twice with HO (40 mL), a saturated aqueous solution of NaHCO3; (20 mL), and brine
(20 mL), dried over Na,SOy, filtered and evaporated. An oily residue was obtained and
purified on pretreated silica gel. The product was eluted with CH,Cl,/ MeOH (0 —5%). An
amorphous solid was obtained in 82% yield (656 mg). Mp:151°C (decomp.). 'H NMR
(CDCl3, 300 MHz): 8.1 (1H, s, Hp), 7.38-7.12 (9H, m, DMTr), 7.07-7.01 (1H, dd, J;= 11 Hz
& Jo=17 Hz, Hyiny), 6.76- 6.72 (4H, m, DMTr), 6.48-6.43 (2H, t, J=7 Hz, H;» & dd: J;= 1.5
and Jo= 17 Hz, Hixans), 5.93 (2H, s, NH»), 5.48-5.44 (1H, dd, J,= 1.5 Hz & J,= 11 Hz, Hcis),
4.82-4.77 (1H, m, Hy"), 4.04-4.0 (1H, m, Hs), 3.66 (6H, s, OCHs DMTr), 3.42-3.2 (3H, 2H5
& Hy), 2.3- 2.21 (1H, m, Hy). >C NMR (CDCls, 75.4 MHz): 158.4 (q), 154.9 (q), 152.3 (1),
150.5 (q), 144.6 (q), 135.8 (1), 130.1 (t), 128.3 (t), 128.1 (t), 127.8 (t), 126.8 (1), 124.1 (s),
119.2 (q) 113.6 (t), 85.7 (1), 83.5 (1), 72.1 (y), 63.3 (s), 55.2 (p), 38.5 (s). ESI MS (m/z): 614.0

M+ CI]".

5’-Dimethoxytrityl-6-N,N-dimethylformamidine-8-vinyl-2’-deoxyadenosine (5):

Compound 4 (500 mg, 0.86 mmol) was dissolved in MeOH (3 mL) and N,N-dimethyl-
dimethoxyformamide (575 pL, 4.3 mmol) was added. After completion (TLC: CHCls/
MeOH/ NEt; 94:5:1), EtOAc was added and the organic phase was extracted with HO (15
mL), a saturated aqueous solution of NaHCOj; (30 mL), and brine (15 mL), dried over
Na,SOy, filtered and evaporated. The resulting product (802 mg, 93%) was pure enough to be
used in the next step without further purification. Mp:146°C (decomp.). 'H NMR (CDCls, 300

MHz): 8.90 (1H, s, N=CH), 8.38 (1H, s, H), 7.41-7.07 (9H, m, DMTr), 7.03-6.8 (1H, dd, J;=



11.2 Hz & J,= 17.2 Hz, Hyiny), 6.8- 6.7 (4H, m, DMTr), 6.6- 6.5 (2H, J;= 1.3 Hz & J,= 17.2
Hz, H; and Hyans), 5.55- 5.50 (1H, dd, J;= 1.3 Hz & J,= 11.2 Hz, Hcy,), 4.92- 4.87 (1H, m,
H,), 4.17- 4.08 (1H, m, Hy), 3.7 (6H, s, CH; DMTr), 3.43- 3.21 (3H, Hs & Hy'), 3.16 (3H, s,
NCH3), 3.15 3H, s, NCH3), 2.36- 2.30 (1H, m, Hy). >C NMR (CDCls, 75.4 MHz): 159 (q),
158.4 (q), 158 (1), 152.4 (q), 152 (1), 150 (q), 144.65 (g), 135.8 (1), 130.0 (1), 128.3 (1), 128.1
(1), 127.8 (1), 126.8 (1), 124.5 (s), 124 (q), 113 (1), 85.5 (1), 83.3 (1), 72.2 (t) 63.3 (5), 55.2 (p),

38.6 (p), 35.2 (5), 29.6 (p). ESIMS (m/z): 635.3 [M+H]", 657.2 [M+Na]*, 680.1 [M+ 2Na]".

3’-N,N’-diisopropylcyanoethylphosphoramidite-5’-dimethoxytrityl-6-N,N-
dimethylformamidine-8-vinyl-2’-deoxyadenosine (6):

Compound 5§ (300 mg, 0.473 mmol) was dissolved in dry CH,Cl, (1.4 mL) under Ar.
Tetrazole (16.6 mg, 0.28 mmol) was added, followed by a freshly prepared solution of N,N’-
diisopropyl-cyanoethyl-phosphorodiamidite (225 pL, 0.71 mmol) in dry CH,Cl, (200 pL).
After 4h stirring (TLC: CH,Cly/ EtOAc/ NEt; 45:45:10), EtOAc and NEt; were added and the
organic phase was washed with a saturated solution of NaHCQOj3; and brine; dried over Na;SQOy,
filtered and evaporated. The oily residue obtained was purified on silica gel (CH,Cl,/ EtOAc/
NEt; 45:45:10). The phosphoramidite monomer was dissolved in toluene so that a 35%
solution was obtained. The solution was slowly added to a rapidly stirred and cooled solution
of hexane (-20°C, 20-25 volumes). The precipitated phosphoramidite 6 (237 mg, 0.284 mmol)
was obtained in 60% yield. '"H NMR (CD,Cl,, 300 MHz): 8.9 (1H, s, N=CH), 8.3 (1H, s, H,),
7.4- 7.2 (9H, m, DMTr), 7.1-6.90 ( 1H, dd, J;= 11 Hz & J,= 17 Hz, Hyiny), 6.80- 6.75 (4H, m,
DMTr), 6.6- 6.4 (2H, m, H> and Hyans), 5.6- 5.5 (1H, m, Heis), 5- 4.9 (1H, m, H3), 4.2 (1H,
m, Hy), 3.8 (6H, s, CH3 DMTr), 3.7- 3.6 (5H, m, CH,O, Hisopropy, H2»; Hs), 3.24- 3.21 (6H, s,

CH3), 2.67- 2.60 (1H, s, Hy), 2.58- 2.48 (2H, m, CH,CN), 1.35- 1.10 (12H, m, CH;



isopropyl). >'P NMR (200 MHz, CD,Cl,): 149.9 and 149.2 ppm. ES MS (m/z): 835.2

[M+H]".

Solid phase oligonucleotide synthesis.

Three 15 mer sequences (ODN1 to ODN3) differing by the closest neighbors to the
nucleoside analogue (N= 8vdA or 2AP) were synthetized in this study. Their sequences are
d(CGT TTT XNX TTT TGC) with X=T, A, and C for ODNI1, ODN2 and ODN3,
respectively.

Oligodeoxyribonucleotides containing 8vdA were synthesized on an Applied
Biosystem 392 synthesizer using fast-deprotecting phosphoramidite chemistry at a 1 umol
scale. Pac-dA, iPr-Pac-dG, Ac-dC and T phosphoramidites were purchased from Eurogentec
Glen Research. The following modifications to the standard procedure were applied. A longer
coupling time (35 s) for 8vdA was used to ensure a high coupling yield. Dichloroacetic acid
(3%) in acetonitrile was used for removal of the dimethoxytrityl group (DMTr) (32).
Phenoxyacetic anhydride (Pac,O) was used in Cap A (33). Phosphite oxidation was realized
with 2-butanone peroxide in CH,Cl, (0.1 M) (36). The 5'-terminal DMTr group of the
synthesized ODNs was removed prior to its cleavage from the solid support. Each
oligonucleotide was then cleaved and deprotected by treating the solid support with
concentrated ammonia (28%) during 4 hours at room temperature. They were further
evaporated to dryness and finally purified by HPLC on a DNAPAC™ PA-100 column
(9%X250 mm) purchased from Dionex. HPLC conditions (50°C): solution A = 4M urea 10%
acetonitrile-20mM Mes buffer pH 6.5-ImM NaClO4 and solution B = 400 mM NaClOy;
gradient = 85%A-15%B to 35%A-65%B in 50 min at a flow rate of 1ml/min. The oligomers
were desalted by gel filtration on Sephadex G25 purchased from Pharmacia. The final
oligonucleotide concentration was determined by UV absorption at 260 nm. Prior to mass

spectrometry, metallic cations of the oligonucleotides were exchanged with ammonium



(diammonium hydrogen citrate) using C4 Reverse Phase ZipTip® purchased from Millipore.
MALDI TOF MS analysis was realized on a Bruker Biflex III in a linear negative mode. All
samples were analysed using 3-hydroxypicolinic acid as matrix (Aldrich).
ODNI1: DO2sonm= 30 (24%), MS [M-H] calc. 4555 found 4556; ODN2 : DOxsonm= 28 (20%),
MS [M-H]J calc. 4573 found 4571. ODN3 : DO2sonm= 32 (25%), MS [M-H] calc. 4525 found
4528;

Nonlabeled (N= A) or 2AP-labeled (N= 2AP) ODN1 to ODN3 oligonucleotides as
well as their complementary sequences were purchased by IBA GmBH Nucleic Acids

Product Supply (Géttingen, Germany).

Figure 7: HPLC chromatograms of the 8vdA-labeled ODN3 crude product obtained after 4

hours (a) and 24 hours (b) treatment with NH,OH.
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Figure 8: Anion exchange HPLC chromatograms and MALDI-TOF mass spectra of purified
ODN1, ODN2 and ODN3
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Conformational analysis
A) Sugar ring conformation analysis
The fraction of the South type conformer was deduced from the graphical method developed

by Rinkel and Altona using the sums of J coupling constants (J. Biomol. Struct. Dyn. 4, 621-
649 (1987)).

Proton numbering

NH; NH,

Hvin
N A N X
4T e

5
DMTO - 5
hlsg 2 DMTO Hag He
Hy' Hy' H{ H,'

HO H, hd b
5'-DMT-dA 4
Sums of J coupling
Compound >r PPy P T3
4 13.4 27.4 24.7 15.5
5’-DMT-dA 13.0 26.4 24.2 14.1

Sums of J coupling constants X in Hz determined by 'H NMR (500MHz,
CD2C12) at 300K: =T+ I, o=+ Ty + Joroe, Zoo=J 10 +
Jorg + oo, B3=Jog + Jova + I3



Figure 9a: 1D 'H NMR, COSY and NOESY spectra of 5’-DMT-dA
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Figure 9 : spectra of 5’-DMT-dA
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Figure 10 : 1D 'H NMR, COSY and NOESY spectra of compound 4
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DMT

NOESY, Compound 4 (500 MHz, CD2CI2)
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NOESY, Compound 4 (500 MHz, CD2CI2)
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Chapitre II. Synthése de nouvelles sondes de fluorescence

3.3.2. La 8vdA et cTAR

Compte tenu des propriétés spectrales et de fluorescence supérieures de la 8vdA, nous
avons cherché a exploiter ces qualités en préparant des séquences de cTAR marquées avec
notre sonde. Pour comparaison, les mémes séquences marquées a la 2-AP seront également
étudiées. Avec ces séquences, nous souhaitons étudier les cinétiques d’appariement avec la
séquence complémentaire de TAR avec et sans NCp7 et sous différentes conditions.
Différentes positions de la boucle, du renflement et de la tige ont été choisies pour étre

marquées (figure 15).

Séquence TAR Séquence cTAR Séquence cTAR
marquée

GG CcC cC

U G C A X

C A T G T G
C-G C-G C-G
G-C G-C G-C
A-U A-T A-T
G-C G-C G-C

U A A

U A X

U A A
A-U A-T A-T
G-C G-C G-C
A-U A-T A-T
C-G C-G -G
C-G C-G C-G

A T T
G-C G-C G-C
A-U A-T A-T
U-A T-A T-X
U-A T-A A
G-C G-C G-C
G-U A-C X-C
U-A T-A T-X
C-G C-G C-G
U-G C-A C-A
C-G C-G C-G
U-A T-A T-A

C G G
U-A T-A T-A
G-C G-C G-C
G-C G-C G-C

5 5 5

X: 8vdA ou 2-AP

Figure 15 : Structure des séquences TAR, cTAR et cTAR marquée.
X indique dans la séquence cTAR, la position ou soit de la 2-AP soit de la S8vdA a été

incorporée ponctuellement a la place de la dA.
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Chapitre II. Synthése de nouvelles sondes de fluorescence

Les séquences retenues pour mener ces études sont indiquées ci-dessous:

Séquences longues (X : 8vdA ou 2-AP) :

ODN 5: 5’-GGT TCC CTX GTT AGC CAG AGA GCT CCC AGG CTC AAA TCT GGT CTA ACC AGA GAG ACC-3’
ODN 6: 5’-GGT TCC CTA GTT AGC CAG AGA GCT CCC XGG CTC AAA TCT GGT CTA ACC AGA GAG ACC-¥
ODN 7: 5’-GGT TCC CTA GTT AGC CAG AGA GCT CCC AGG CTC AXA TCT GGT CTA ACC AGA GAG ACC-¥
ODN 8: 5’-GGT TCC CTA GTT AGC CAG AGA GCT CCC AGG CTC AAA TCT GGT CTX ACC AGA GAG ACC-3’
ODN 9: 5’-GGT TCC CTA GTT AGC CAG AGA GCT CCC AGG CTC AAA TCT GGT CTA ACC XGA GAG ACC-¥

Des séquences plus courtes :

ODN 10: 5’-CCA GAG AGC TCC CXG GCT CAA ATC TGG-3’
ODN 11: 5’-CCA GAG AGC TCC CAG GCT CAX ATC TGG-3’

N

Pour accéder a ces séquences, les oligonucléotides marqués a la 8vdA ont été
synthétisés comme décrit [221], alors que les séquences marquées a la 2-AP ont été achetées.

Ce travail a été réalisé dans I’équipe du Dr. Roland Marquet (UPR 9002, IBMC,
Strasbourg). Apres purification, 1’analyse par CLHP sur résine échangeuse d’anion et par gel
de polyacrylamide indique que le produit est homogene. Par contre, seules les ODN7 et 11
ont pu étre détectés en spectroscopie de masse. Le rapport m/z du signal obtenu est en accord
avec la masse attendue. Cependant toutes les séquences synthétisées ont ét€ analysées en
spectroscopie de fluorescence et un spectre d’émission conforme & ce qui est attendu pour un
oligonucléotide marqué a la 8vdA a été obtenu dans chacun des cas. C’est pourquoi, nous
avons décidé de poursuivre nos études avec ces oligomeres. Les études par spectroscopie de
fluorescence sont en cours dans I’équipe du Pr. Y. Mély (UMR 7034 du CNRS, Faculté de

pharmacie, Strasbourg).

IV. Synthese de la 8-thiényl-désoxyadénosine (8thdA)

La 8vdA présente cependant quelques inconvénients qui pourraient étre un frein a son
développement. En effet la syntheése de la 8vdA s’est avérée Etre assez difficile & mettre en
ceuvre. Méme si des solutions ont été trouvées pour palier a ses problemes, les rendements de
synthése, notamment pour le synthon phosphoramidite, sont encore a améliorer. Il a
également été nécessaire d’avoir recours a des conditions opératoires beaucoup plus douces
lors de la syntheése en phase solide, qui soient compatibles avec une telle modification. Il est
également a noter que dans nos premieres syntheses, la séquence flanquée de 2 G de part et
d’autre de la 8vdA n’a pu €étre préparée en raison de sa grande sensibilité.

Dans le but d’améliorer les propriétés spectrales et chimiques de la dA, un certain

nombre de modifications fonctionnelles peuvent €tre introduites sur la base a la place du

groupement vinyle. Parmi elles, un furane, un thiophéne ou encore un thiazole peuvent étre
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envisagés. Nous avons choisi d’introduire dans un premier temps un groupement thiényle en
position 8 de la base afin d’augmenter la conjugaison avec le noyau purique. Un thiophene
présente d’ailleurs 1’avantage d’étre plus stable chimiquement qu’un furane. Notre choix a été
orienté sur le thiophene suite a différentes observations récoltées dans la littérature.

Le choix de ce groupement fonctionnel a été conditionné par la possibilité que devait
conserver la base a établir des liaisons hydrogene de type Watson-Crick avec le brin
complémentaire. En effet la fonctionnalisation de la position 8 est généralement accompagnée
par une modification de la répartition des conformations syn/anti en faveur de la conformation
syn. 11 était donc important de s’assurer que la présence d’une telle modification serait
compatible avec une conformation anti de la base.

En se tournant vers la littérature, il s’est avéré que le groupement thiényle a déja été
introduit en position 8 de la A et de la dA. La 8-thiényl-dA s’est révélée étre un inhibiteur de
la glycéraldehyde-3-phosphate-déshydrogénase (GAPDH) du parasite responsable de la
maladie du sommeil [224, 225]. Cette enzyme est d’ailleurs cruciale au métabolisme du
parasite. La 8-thiényl-adénine quant a elle, a été testée en temps qu’agoniste partiel du
récepteur adénosine Al de fibroblastes humains [226] et comme inhibiteur potentiel de
cytomégalovirus [227].

Il a été montré par ailleurs grace a des expériences NOESY sur un autre composé, la
8-(2-thiényl)-2’-benzamido-2’-désoxyadenosine, que des interactions NOE existent d’une part
entre les hydrogenes du thiényle (H3 et H5’’) et I’hydrogene HS’. Ces observations
montrent clairement que le groupement thiényle est situé au dessus du plan moyen du sucre,
adoptant ainsi une conformation anti par rapport a la liaison glycosidique [228].

D’autre part une interaction NOE est observée entre le proton H1’ et les protons H2’’/H6’”’
du groupement benzamide indiquant une proximité spatiale entre H1’ et les protons du
phényle. D’autres interactions NOE ont été mises en évidence entre H2’”’/H6’”’ et les deux
H5’, de méme qu’entre H3*7’/HS5""’ et les deux HS5’. L’ensemble de ces données penche pour
une orientation trans du groupement benzamido par rapport au plan du sucre, dans une

molécule ol le groupement phényle se trouve sous le plan du ribose (figure 16).
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Figure 16: Interactions NOE dans la 8-(2-thiényl)-2’-benzamido-2’dA.

Alors que nous avions entrepris ce travail, des dérivés de la dU fonctionnalisés par un
hétérocycle aromatique a 5 chainons ont été synthétisés et étudiés pour leurs propriétés
spectroscopiques par I’équipe de Tor et al. [229]. Le dérivé 5-thiényl-uridine fait partie de ces
composés. Il présente des propriétés spectrales intéressantes, notamment un déplacement des
maxima d’absorption et d’émission vers des longueurs d’onde plus élevées, ce qui est
favorable a une détection plus aisée de la sonde. Il est a noter toutefois que contrairement au
dérivé furanyle, aucune donnée relative a son incorporation dans des séquences
d’oligonucléotides n’est mentionnée alors que la synthese du phosphoramidite est décrite.

Ces observations vont dans le sens d’une plus grande sensibilité spectrale des
analogues substitués par un groupement thiényle, sans que la base ne soit figée dans la
conformation syn incompatible a 1’établissement d’une paire Watson Crick. Ces observations
nous ont incité a poursuivre nos efforts quant a la modification de la dA par un groupement
thiényle en position 8 de la base.

Avant de réaliser la synthese d’oligonucléotides marqués avec cet analogue
nucléosidique et d’étudier différentes propriétés physiques, il était indispensable dans le cadre
des études qui nous intéressent de caractériser les propriétés chimiques et spectrales de la 8-
thiényl-désoxyadénosine (8thdA) seule. En effet, il fallait d’abord vérifier qu’elle possédait
les qualités requises pour €étre incorporée dans des acides nucléiques. Pour cela nous avons
étudié la stabilité chimique de la 8thdA en fonction de différentes conditions utilisées en
synthése en phase solide. Nous avons également déterminé ses caractéristiques UV (Amax
d’absorption, coefficient d’absorption molaire) et de fluorescence (rendement quantique, Amax
d’émission) et étudié I’influence de différents parametres sur ces propriétés (variation du pH,

solvant...). Enfin, nous avons entrepris la syntheése de différentes séquences incorporant la
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8thdA dans le but d’évaluer I’influence d’une telle modification sur la stabilit¢ d’un duplex
(mesure des T\y,).
Dans cette partie du chapitre, je décrirai:
v L’évaluation des propriétés spectrales et de fluorescence de la 8thdA. Une
étude comparative avec la 2-AP sera également menée en fonction de différents parametres.

v" La synthése du synthon phosphoramidite de la 8thdA.

4.1. Synthese et évaluation des propriétés de fluorescence de la 8thdA

4.1.1. Synthese de la 8thdA nue (9)

La synthese de la 8thdA, décrite dans le schéma 7, débute par une protection des
hydroxyles libres en 5’ et 3’ du composé (I) par des groupements acétate en suivant des
conditions d’acétylation classiques a savoir de I’anhydride acétique dans la pyridine en
présence d’une quantité catalytique de DMAP. Le produit (6) est obtenu avec un rendement
quantitatif sans protection indésirable de I’amine exocyclique en N6. Aprés protection des
alcools libres, nous avons eu recours a un couplage de type Stille pour introduire le
groupement thiényle.

Il était cependant nécessaire de synthétiser au préalable le dérivé 2-tributylstannane-
thiopheéne, précurseur du groupement thiényle. Le dérivé 2-tributylstanne-thiophene a été
synthétisé selon différents protocoles. Lorsque le composé de départ est le 2-bromothiophene,
un échange halogene-métal a été effectué en présence de BuLi a 0°C dans 1’éther puis le
chlorure de tributyl-étain a été ajouté a -78°C [230]. Les auteurs ne préconisent pas d’étape
supplémentaire de purification ; dans notre cas elle a été nécessaire. Lorsque le substrat est le
thiophene, les conditions opératoires ont été légérement modifiées, utilisant cette fois-ci la
LDA comme agent de lithiation, dans le THF a -78°C. A TI’issue de ces deux protocoles, le
produit est obtenu apres purification sur alumine basique, avec un rendement comparable de
85%.

En se basant sur la méthodologie employée pour la synthese de la 8vdA, nous avons
introduit le groupement thiényle a 1’aide d’un couplage de Stille, en présence du catalyseur au
palladium Pd(PPhs)s, et de 2-tributylstannane-thiophene, dans la NMP a 110°C [221]. Le

produit (8) est ainsi obtenu avec un rendement de 96%.
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i) Ac,O, DMAP, Pyridine; ii) a- Agent de lithiation, THF, -78°C; b- SnBu3Cl, -78°C a 25°C;
iii) Pd(PPh3),, 2-tributylstannane-thiophéne, NMP, 110°C; iv) NH4OH 28 %, MeOH:Acetone.

Schéma 7: Schéma de synthese de la 8thdA.

A ce stade, il convient de mentionner que le composé di-protégé par les groupements
acétate, présente d’ores et déja d’intéressantes propriétés de fluorescence. La 8thdA (9) a
finalement été obtenue avec un rendement de 80%, apres élimination des groupements acétate

a l’aide d’une solution d’ammoniaque a 28% dans un mélange MeOH : Acétone.

4.1.2. Tests de stabilité de la 8thdA

Ayant toujours comme objectif d’incorporer la 8thdA dans des séquences
d’oligonucléotides, il était important de s’assurer de la stabilité de la 8thdA lorsque celle-ci
est soumise aux conditions de syntheése en phase solide. Pour cela, nous devions vérifier que
la 8thdA n’était pas affectée par des conditions acides ou basiques. La 8thdA a tout d’abord
été mise en solution dans le mélange DCA 3%/ CH,Cl, pendant 15min sans qu’il n’y ait perte
du groupement thiényle ou dépurination de la base. Nous avons également vérifié la stabilité
de la 8thdA dans des conditions basiques en la laissant pendant 12h en présence
d’ammoniaque aqueux a 28%. A nouveau, aucune dégradation de la 8thdA n’a été observée

que ce soit sur plaque de chromatographie ou par mesure UV.
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4.1.2. Conformation de la 8thdA

Nous avons ensuite étudié I'influence du groupement thiényle de la 8thdA sur la
conformation du sucre par une analyse des interactions proton/ proton par RMN NOESY.
L’analyse du spectre 2D nous a permis de visualiser une interaction entre H1’ et H3"’, ainsi

qu’une interaction NOE entre H3"* et H2’ o (schéma 8).

/ NH, "
H5" N 2
| S/ / fi)N NTN—N
Har NN Lol &
HSH N N \ I
HO w HO o o Hy"
O 3>
Hy'
OH

OH
K Conformation anti Conformation syn /

H5n

Schéma 8: Orientation du groupement thiényle par rapport au plan du sucre.

Ces résultats indiquent que la base est en équilibre entre les deux conformations et que

la base n’est pas bloquée dans la conformation syn.

4.1.3. Les propriétés spectrales de la 8thdA

Avant d’étudier les propriétés de fluorescence de la 8thdA, il était indispensable de
déterminer ses caractéristiques UV. Nous avons ainsi déterminé les Am.c d’absorption de la
8thdA seule, dans I’eau (298nm), ainsi que son coefficient d’extinction molaire, €, qui s’éleve
a17700M".cm™.

Les caractéristiques de fluorescence de la 8thdA pouvaient a présent étre évaluées.
Pour cela, il fallait non seulement déterminer son rendement quantique (®), mais également
les Amax d’émission (figure 18). La sonde de référence retenue pour déterminer le rendement
quantique a été la 2-aminopyridine (2-AMP) qui présente un maximum d’absorption a 299
nm (dans une solution 0,IN d’H>SOj4) et un rendement quantique de 0,6 [231]. La 2-AMP
représente donc un bon standard car les domaines d’absorption et d’émission sont voisins de
ceux de la 8thdA.

L’intensité d’émission de la 2-AMP et de la 8thdA a été mesurée sur un intervalle de
315 a 600 nm avec des échantillons dont I’absorbance a la longueur d’onde d’excitation

(298nm) était identique a 20°C dans de I’eau. En effectuant le rapport des intensités de
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fluorescence de la 8thdA et de la 2-AMP, un rendement quantique de 0,63 a été calculé pour

la 8thdA.

. NHy -~
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N
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o)
OH
®=0, 63 ;e=17700 M .cm™,

Déplacement de Stokes de 9180 cm’ /

Figure 17: Caractéristiques spectrales de la 8thdA.

Les premiers résultats relatifs a la 8thdA montrent qu’elle peut étre considérée comme
une sonde sensible, avec un rendement quantique et un coefficient d’absorption molaire
élevés. Par ailleurs la substitution d’un groupement vinyle par un groupement thiényle sur la
base s’accompagne d’un déplacement vers le rouge du maximum d’absorption. Cette nouvelle
sonde pourra donc étre excitée dans un domaine distinct des résidus tyrosine ou tryptophane

des protéines et des bases naturelles des acides nucléiques.

4.1.4. Effet de la nature du solvant sur les propriétés spectrales de la
8thdA

Dans un deuxiéme temps nous avons étudié I'influence de différents solvants sur les
propriétés spectroscopiques de la 8thdA. L’ensemble de ces caractéristiques est répertorié

dans le tableau 1:

Solvant Amax d’absorption Amax d’émission Intensité
(nm) (nm) relative
H,0 298 398 1
MeOH 302 392 0,67
CH;CN 300 392 0,74
CH,Cl, 302 392 0,72
Et,O 307 389 0,83

Tableau 1: Maxima d’absorption et d’émission de la 8thdA, et intensité relative dans

différents solvants (Intensité relative = I(H,0)/I(solvant)).
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Cette étude montre que les maxima d’absorption et d’émission de la 8thdA varient peu
en fonction du solvant. Elle indique aussi une diminution de I’intensité du signal de
fluorescence en passant de I’eau a un solvant organique, mais cette variation reste faible.

Une étude a été réalisée avec la 2-AP en fonction de la polarité du solvant. Les

résultats de cette étude comparative sont résumés dans le diagramme suivant (figure 20).

1000

900
800
700
600
O2-ApP

400
300
200
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H20 Me OH CH3CN CH2CI2 Et20

Indice de polarité des solvants :MeOH (6,6) ; CH;CN (6,2) ; CH,Cl, (3,4) ; Et,O (1,7) [232].

Figure 18: Evolution de I’intensité de fluorescence de la 2-AP et de la 8thdA dans I’eau et

dans différents solvants organiques.

A Tinverse de la 8thdA, I’intensité de fluorescence de la 2-AP diminue de fagon
drastique lorsque I’on passe de 1’eau a des solvants organiques pour €tre quasi nulle dans les
solvants les moins polaires (Et;0O ou CH,Cl,).

Nous avons poursuivi notre étude comparative avec la sonde de référence, la 2-AP, en

faisant varier d’autres parametres.

4.1.5. Influence du pH et nature du tampon

Nous avons dans un premier temps mesuré les maxima d’émission de la 8thdA et de la

2-AP dans une gamme de pH allant de 1 a 12 (figure 19).
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Figure 797 Variation de I'intensité de fluorescence de la 2-AP et de Ia SthdA en fonction du
pH.

L’intensité de fluorescence est stable et maximale pour les deux sondes dans un
domaine de pH comparable compris entre 4 et 11, alors qu’elle diminue au dela de pH 12 et
pour des pH inférieurs a 4 (figure 19).

A concentration et a pH identiques, il est a noter que les valeurs d’intensité obtenues
sont toujours supérieures pour la 8thdA, ce qui s'explique notamment par un rendement
quantique voisin et un coefficient d'extinction molaire supérieur (17700 M'em? pour la
8thdA contre 7200 M™'.cm™ pour la 2-AP).

Il convient de noter que méme aux valeurs de pH limites (2 pH 1 comme a pH 12),
l'intensité de fluorescence de la 8thdA reste supérieure a la 2-AP.

Nous avons également étudié I’influence de différents tampons (tampon TRIS, TEIA,
HEPES, MES, phosphate) a pH 7 sur I’intensité de fluorescence des deux sondes. Nous avons
aussi chercher 2 savoir si la composition en ions (Na* ou K*) était susceptible de modifier
I’intensité de fluorescence. Les résultats de cette étude sont donnés dans le diagramme

figurant ci apres (figure 20).
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Figure 20: Variation de I’intensité de fluorescence de la 2-AP et de la 8thdA en fonction de

différents tampons a pH="7.

Quelle que soit la nature du tampon utilisée, I’intensité de fluorescence diminue
fortement par rapport au niveau observé dans I’eau (pH=7). Cette observation est commune a
la 2-AP et la 8thdA, méme si I'intensité du signal de la 2-AP est toujours plus faible. Il
apparait également que la nature du contre ion, qu’il soit Na* ou K', ne modifie pas le
comportement de la 8thdA, alors qu’une 1égere diminution est observée dans le cas de la 2-
AP. D’autre part la composition des tampons biologiques utilisés semble modifier de fagon
importante 1’intensité de fluorescence de la 2-AP puisqu’une diminution d’un facteur 2 a 3 est
a noter pour les tampons MES, TEIA et phosphate. Cette variation est également observée
pour la 8thdA, mais a un degré moindre. Dans le cas le plus défavorable, une diminution d’un
facteur 2 de I’intensité de fluorescence est observée par rapport a I'intensité mesurée dans

I’eau.

4.1.6. Récapitulatif

Les données principales relatives aux propriétés spectrales de la 2-AP, de la 8vdA et

de la 8thdA sont répertoriées dans le tableau 2 qui suit.
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8-thiényl-désoxyadénosine (8thdA)

Amax absorption: 303nm
£: 7700M".cm™
Amax €émission: 370nm

Mmax absorption: 294nm
£: 12600M".cm™
Amax €mission: 384nm

Amax absorption: 301nm
£:17700M".cm”
Amax €mission: 398nm

Déplacement de Stockes: 9180cm™
@ : 0,63

Déplacement de Stockes:
5970cm™”
® : 0,68

Déplacement de Stockes: 8300cm”
1

D : 0,65

Tableau 2 : Récapitulatif des différentes propriétés spectrales de la 2-AP, 8vdA et de la
8thdA dans I’eau.

Avec un rendement quantique élevé et un maximum d’absorption comparable a la 2-
AP mais avec un coefficient d’extinction molaire supérieur, la 8thdA possede des
caractéristiques intéressantes comme sonde de fluorescence. Par ailleurs, elle est également
stable sur une large gamme de pH mais reste cependant moins sensible que la 2-AP au
changement de solvant ou a la variation d’autres parametres (nature des ions en solution,
etc...). Enfin les études de stabilité laissent a penser que cette nouvelle base devrait étre d’un

emploi plus aisé que la 8vdA en synthese en phase solide.

4.2. Synthese des oligonucléotides modifiés par la 8thdA

Compte tenu des propriétés spectrales de la 8thdA, nous pouvions a présent envisager
d’incorporer cette nouvelle sonde dans des séquences d’oligonucléotides et d’évaluer
I'influence d’une telle modification sur la stabilit¢ d’un duplex d’ADN. Les séquences
choisies sont celles que nous avions retenu antérieurement avec la 8vdA, a savoir des
séquences palindromiques, non auto-complémentaires, de 15 nucléotides ou le nucléoside
modifié est incorporé en position centrale.

Les 4 séquences a synthétiser sont les suivantes :

ODNI12: 5°-CGT TTT A8thdAA TTT TGC-3’
ODN13: 5’-CGT TTT T8thdAT TTT TGC-3’
ODN14: 5’-CGT TTT C8thdAC TTT TGC-3’
ODN15: 5’-CGT TTT G8thdAG TTT TGC-3’
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Au regard de sa stabilité chimique supérieure a la 8vdA nous avons également
envisagé de préparer la séquence dans laquelle la G a été placée a proximité de la 8thdA
(ODN 15).

Bien évidemment il était nécessaire de synthétiser au préalable le phosphoramidite de
la 8thdA, synthon permettant I’introduction de la sonde au sein de 1’oligonucléotide durant le

processus de synthese sur support solide.

4.2.1. Synthese du synthon phosphoramidite de la 8thdA

La synthése du synthon phosphoramidite de la 8thdA a été menée en présence des
groupements protecteurs usuels déja utilisés dans le cas de la synthese du synthon

phosphoramidite de la 8vdA (schéma 9).
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i)Pd(PPhs3)4, 2-tributylstannane-thiényle, NMP, 110°C; ii) Me,NCH(OMe),, MeOH;
iii) [N(iPr),]PCIO(CH,),CN, DIPEA, CH,Cl,.

Schéma 9: Schéma de syntheése du synthon phosphoramidite de la 8thdA.

Grace au couplage de Stille sur la 8-bromo-5’-O-DMTr-2’dA (2), le groupement
thiényle a été introduit en position 8 de la base en utilisant le 2-tributylstannane-thiophene
préparé au laboratoire, selon la méthodologie décrite précédemment. La 8-thiényl-5’-O-
DMTr-2’dA (10) a ainsi été obtenue avec un rendement de 88%. L’étape suivante avant
d’introduire le phosphoramidite en 3’ du ribose, est la protection de la fonction amine

exocyclique de la base. Dans ce but le réactif Me:NCH(OMe), a été utilisé et le composé (11)
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a été obtenu avec un rendement quantitatif. Il est utilisé directement sans étape de purification
supplémentaire pour la suite de la synthese. Le groupement thiényle ne présentant pas une
aussi grande sensibilit¢ chimique que la 8vdA, nous avons utilis€ comme agent de
phosphitylation le chlorure de N,N’-diisopropyl-cyanoéthylphosphoramidite en présence de
DIPEA dans CH,Cl,. Le synthon phosphoramidite (12) de la 8thdA a ainsi été obtenu avec un
rendement de 58% apres purification.

La synthese des oligonucléotides marqués par la 8thdA est en cours au laboratoire.
V. Conclusion générale

Dans ce chapitre nous nous sommes intéressés a la synthese de deux sondes
nucléosidiques fluorescentes dérivées de la désoxyadénosine et modifiées en position 8 de la
désoxyadénosine soit par un groupement vinyle, la 8vdA, soit par un groupement thiényle, la
8thdA. Ces deux nouvelles sondes ont été caractérisées quant a leurs propriétés spectrales
d’absorption et de fluorescence et se sont révélées étre plus sensibles que la sonde de
référence, la 2-AP. Nous avons également étudié le comportement de la 8vdA lorsqu’elle est
incorporée dans un duplex d’ADN. Dans des études préliminaires nous nous sommes appuyés
sur la chimie des phosphoramidites et sur la synthese en phase solide d’oligonucléotides pour
préparer dans un premier temps les séquences modifiées par la 8vdA. Différentes études
réalisées avec des oligomeres marqués ou non marqués nous ont permis de montrer que la
8vdA ne déstabilise que tres peu le duplex, et qu’elle présente en terme de détection par
spectroscopie de fluorescence une sensibilité supérieure a la 2-AP. Cependant son
incorporation dans des acides nucléiques est délicate ce qui limite son utilisation. Pour essayer
de contourner ces difficultés, la 8thdA a été développée. L’évaluation de ses propriétés
lorsqu’elle se trouve incorporer dans des séquences oligonucléotidiques est en cours.

En effet des efforts restent 2 mener pour essayer de développer de nouvelles sondes
sensibles, plus stables chimiquement que la 8vdA et qui une fois incorporées dans un acide
nucléique maintiennent sa structure et sa fonction. Leurs propriétés de fluorescence
permettraient de suivre plus aisément les interactions de I’acide nucléique marqué avec sa
cible. Cette possibilité reste ouverte a partir de la dA, méme si la fenétre d’investigation sur
cette position est assez étroite. Des premiers efforts dans ce sens ont été réalisés avec la

8thdA.
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Partie experimentale

Indications générales.

Les indications générales données ci-dessous sont également valables pour les parties
expérimentales des chapitres III et IV

Les réactions sensibles a I’eau et/ou a I'oxygene de 'air ont été effectuées sous
atmosphere d’argon. Le matériel utilisé (bicol, tricol, seringue...) est séché a I’étuve a 110°C
pendant une nuit avant utilisation.

Les solvants utilisés lors des réactions ont été distillés comme suit :

v La pyridine a été distillée sur KOH et gardée a I’abri de la lumiere sur KOH.

v Le CH,Cl, a été distillé sur P,Os et gardé a I’abri de la lumiere sur tamis moléculaire
4A.

4 Le THF est distillé sur Na et benzophénone et gardé sur tamis moléculaire 4A.

4 L’éther est filtré sur alumine basique et dégazé a -78°C sous le vide de la pompe a

palette.

Les nucléosides sont séchés par coévaporation azéotropique de I’eau avec la pyridine
a 50°C et gardés sous le vide de la pompe a palette pendant une nuit.

Les chromatographies analytiques sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur des
plaques de silice Merck 60F2s4 (0,25mm), révélées par une lampe UV puis soit par une
solution d’acide phosphomolybdique a 25% dans EtOH soit par une solution de vanilline
(2,5g de vanilline dans un mélange EtOH/H,SO4 (98:2)). Les chromatographies semi-
préparatives ont été effectuées sur des plaques de silice Merck 60F,s4 (20%20). Avant tout
dépot, les plaques sont éluées avec du MeOH. Les chromatographies sur couche mince
d’alumine ont été effectuées sur des plaques POLYGRAM® Alox N/UVjs4 (0,2mm). Les
chromatographies préparatives ont été effectuées soit sur gel de silice avec de la silice Merck
(40-63um) soit sur de 1’alumine basique (pH: 9,5) Fluka type 5016 lorsque cela est
mentionné. Les chromatographies sur phase inverse ont été effectuées sur plaque de verre
Merck HPTLC 10#10cm RP-18WFos4s.

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN 'H, C et *'P) ont été
effectués sur un appareil Briicker Advance a 200, 300 ou 500MHz. Les déplacements
chimiques (8) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane pour la RMN 'Het ®C
et par rapport 2 une solution 2 85% H3PO,4 pour la RMN *'P. Les constantes de couplage sont
données en Hertz (Hz).

L’analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) a été effectuée

sur une tour Waters 2695 équipée d’un détecteur UV & barrettes de diodes et d’un détecteur
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LSD universel. Les spectres ont été traités par le logiciel Millenium 32. Les solvants utilisés
que ce soit en mode analytique ou semi-préparatif ont été filtrés a 1’aide d’un systéme
millipore sur des membranes de Nylon de 0,2um d’épaisseur et de 47mm de diametre de type
Whatman. Les produits en solution ont été filtrés sur filtres Millex de type PVDF (0,45um/
4mm) avant injection. Le tampon TEAB est préparé a la concentration de 1M en faisant buller
du CO, dans une solution de triéthylamine dans 1’eau jusqu’a atteindre un pH compris entre
7,5 et 8. Le Tampon TEAA a également été préparé a la concentration de 1M en rajoutant
goutte a goutte de I’acide acétique a un solution de NEt; dans H,O, et cela jusqu’a atteindre
un pH de 7,5.

Les Spectres de Masse (SM) ont été effectués sur un appareil Esquire 3000 plus, en
mode ESI positif ou négatif.

Les spectres Ultraviolet (UV) ont été effectués sur un spectrophotometre UV Cary 300
équipé d’un passeur a échantillon a effet Peltier et traités par le logiciel CaryWin UV.

Les spectres de fluorescence ont été effectués sur un spectrofluorimetre Perkin Elmer
LS50B équipé d’un thermostat Haak G Fisons. Les spectres ont été traités par le logiciel FL.
WinLab.
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Synthese de la 8-thiényl-dA

8-Bromo-3’,5 -diacétyl -2’-désoxyadénosine (6).

NHz

N N N
Br— ]I
NT N
AcO

0]

OAc

C14H;6BrNsO5
Exact Mass: 413,03

La 8-bromo-désoxyadénosine (1g; 3,03mmol) est mise en solution dans la pyridine
anhydre (10mL), de la DMAP (185mg; 1,51mmol) est rajouté, suivie de I’anhydride acétique
(430uL; 4,54mmol). L’évolution de la réaction est controlée par CCM dans un mélange
CH,Cly/ MeOH (95 :5). Au bout de 2 heures le mélange réactionnel est dilué avec du CH,Cl,
(10mL). La phase organique est lavée avec H,O (20mL) et NaCl (20mL) puis séchée sur
NaySO,, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est purifié sur gel de silice conditionné avec
CHCI; et élué avec un gradient de MeOH dans CHCI; (de 0 a 4%). Le produit (6) (1,25g,

3,01mmol) est obtenu avec un rendement quantitatif.

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 8,26 (1H, s, H2); 6,38 (1H, dd, Ji= J,= 7,8, H1’); 6,13 (2H, s,
NHy); 5,63-5,58 (1H, m, H3); 4,54-4,25 (3H, m, H4’et H5’); 3,88-3,79 (1H, m, H2’); 2,45-
2,37 (1H, m, H2’); 2,12 (3H, s, CHs); 2,02 (3H, s, CH3).

RMN " C (CDCL, 50,3MHz): 170,6 (CO); 170,2 (CO); 154.4 (C4); 152,8 (C2); 150.8 (C8);
127,2 (C6); 120,4 (C5); 86,2 (C1°); 82,6 (C3’); 74,7 (C4°); 63,6 (C5°); 34,1 (C2’); 20,9
(CHz3); 20,7 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 413,4 [M] et 415,4 [M’] en fonction de I’abondance isotopique du

Brome.

2-tributylstanne-thiophéne (7)

La syntheése du composé (7) a pu étre effectuée en utilisant deux agents de lithiation, je
ne décrirais dans cette partie expérimentale que la méthode la plus utilisée, a savoir en

présence de LDA.
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Le thiopheéne (1mL; 12,7mmol) est mis en solution avec du THF (29mL) et refroidit a -78°C
par un bain de carboglace. L’ensemble est sous agitation pendant 10min avant d’ajouter la
LDA a 1,8M (10,5mL; 19mmol) selon un goutte a goutte. La réaction est maintenue a -78°C,
sous agitation constante et atmosphere d’argon pendant 45min. Le chlorure de tributylétain
(5,1mL; 19mmol) est alors ajouté a -78°C et la réaction peu évoluer a température ambiante
pendant la nuit. Une fois la réaction arrétée la phase organique est lavée trois fois avec une
solution saturée d’NH4Cl, séchée sur Na,SOu, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est
purifié sur gel d’alumine conditionné et élué avec du cyclohexane. Le réactif (7) est obtenu

avec un rendement de 85% (3,4mL; 10,6mmol).

RMN "H (CDCl;, 200MHz): 7,63 (1H, d, J=4,64Hz, H5""); 7,18-7,1 (1H, dd, J;=J,= 1,6-1,47
(6H, m, CHy); 1,4-1,22 (6H, m, CHy); 1,2-1,04 (6H, m, CHy); 1,04-0,8 (9H, t, CH3).

RMN "¢ (CDCl3, 200MHz): 128,1 (C3); 127,6 (C4); 127,4 (C5); 127 (C2); 29,2 (CHy); 27,6
(CHy); 13,7 (CHy); 12,1 (CHz).

ESI SM positif (m/z): 374,2 [M+H"].

8-Thiényl-3’,5 diacétyl-2’-désoxyadénosine (8).

AcO

OAc

C18H19N505S
Exact Mass: 417,11

Le composé (6, 500mg; 1,21mmol) est repris dans la NMP (4mL), le catalyseur
Pd(PPh3)s (280mg; 0,242mmol) est alors rajouté sous atmosphere d’argon a température
ambiante. Le mélange réactionnel est rapidement dégaz¢é en appliquant trois fois successives
un vide-argon. Le 2-tributylstannane thiophéne (770uL; 2,42mmol) est alors rajouté sous
argon et I’ensemble est chauffé a 110°C. Apres 1h de réaction (CCM dans un mélange
CH,Cly/ MeOH (95 :5)), le mélange réactionnel est ramené a température ambiante pour étre
repris dans du CH,Cl, (SmL). La phase organique est lavée plusieurs fois avec de I’eau

(15mL), une solution saturée d’NaHCO; (15mL) et de la saumure (15mL) avant d’&tre séchée
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sur NaySO,, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est purifié sur gel de silice conditionné
avec du CHCI; et élué¢ avec un gradient de MeOH pour fournir le produit (8) (487mg ;

1,16mmol) avec un rendement de 96%.

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 833 (1H, s, H2); 7,64 (1H, dd, J;= 0,7Hz et J= 3,6Hz,
H5 thienyte); 7,58 (1H, dd, J1= 0,7Hz et Jo= 5Hz, H3  whi¢nyte); 7,22 (1H, dd, J;= 3,6Hz, J,= 5Hz,
H4”’ ignyie); 6,42 (1H, dd, J1=J,= 6,96Hz, H1"); 5,71-5,66 (1H, m, H3’); 5,63 (2H, s, NH);
4,55-4,34 (3H, m, H5’ et H4’); 4,19-4,05 (1H, m, H2’); 2,40-2,28 (1H, m, H2’); 2,11 (3H, s,
CHs); 2,04 (3H, s, CH3).

RMN C (CDCL;, 50,3MHz): 170,6 (CO); 170,2 (CO); 155,26 (C4); 152,9 (C2); 151,1 (C8);
146,2 (C6); 130,36 (C5’ Thiényte); 129,8 (C3” Thienyte); 128,5 (C4’ thienyte); 128,01 (C5); 119,9
(Crhignyle); 85,9 (C3’); 83,11 (C1); 75,7 (C4’); 64,15 (C5’); 34,3 (C2’); 21,4 (CH3); 21,2
(CHa).

ESI SM positif (m/z): 418,1 [M+H]; 440,1 [M+Na']; 456,1 [M+K"].

8-Thiényl-2’-désoxyadénosine (9).

OH

C14H;5N503S
Exact Mass: 333,09

Le composé (8) (37,7mg; 0,09mmol) est dissous dans un mélange MeOH/Acétone
(1:1, ImL) avant de rajouter la solution de NH4OH a 28% (3mL). La réaction est maintenue
sous agitation pendant 12 heures (CCM dans un mélange CH,Cl,: MeOH (90 :10)). Le
mélange réactionnel est repris dans du CH,Cl, (SmL) et la phase organique est lavée plusieurs
fois a ’eau (3*5mL), avant d’étre séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le brut de réaction
est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCI; et élué avec un gradient de MeOH (de
0 a 5%) dans du CHCI;. Apres évaporation et lyophilisation, 23,8mg (0,071mmol) du produit

(9) sont récupérés soit un rendement de 80%.
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RMN 'H (MeOD, 200MHz): 8,17 (1H, s, H2); 7,76 (1H, dd, J;= 0,7Hz et J,= 5,1Hz,
H5" mhienyte); 7,62 (1H, dd, J,= 0,7Hz et Jo= 3,7Hz, H3" " mienyie); 7,29 (1H, dd, J,;= 3,7 Hz et J,=
5,1 Hz, H4" mienyte); 6,59 (1H, dd, J;= 6,1Hz et Jo= 8,7Hz, H1"); 4,7-4,66 (1H, m, H3"); 4,09-
4,08 (1H, m, H4’); 3,94-3,72 (2H, ABX, Jax= 2,6Hz, Jx= 3,2Hz et Jap= 12,4Hz, H5’); 3,33
(1H, m, H2"); 2,39- 2,29 (1H, m, H2").

RMN C (Pyridine ds, 50,3MHz): 157,1 (C4); 152,6 (C2); 150,7 (C8); 145,2 (C6); 132,1
(C577);129,2 (C37’); 128,1 (C4°’); 120,6 (C5); 90,02 (C4°); 86,8 (C17); 73,5 (C3°); 63,5 (C5’);
38,8 (C2).

ESI SM positif (m/z): 334,1 [M+H"], 358 [M+Na'].

Amax (H20)=298nm, ¢ : 17700M".cm™.

Fluorescence et autres propriétés physiques.

1- Détermination du rendement quantique de la 8thdA

Le rendement quantique de la 8thdA a été déterminé par rapport a la 2-aminopyridine
(2-AMP) dont le maximum d’absorption est a 299nm (dans une solution 0,1N d’H2SQO,). Le
rendement quantique de la 2-AMP est de 0,6. Aprés mesure de I’absorbance, les deux
solutions de 2-AMP et de 8thdA ont été diluées de telle sorte que 1’absorbance soit inférieure
a 0,05 avant d’enregistrer le spectre d’émission. La mesure des intensités de fluorescence a
été effectuée dans des cuves en quartz de 3mL et de 1cm de trajet optique. Nous avons choisit
d’exciter les deux échantillons au point isobestique (2 298nm) et de mesurer les spectres
d’émission sur un intervalle de 315 a 600 nm, a 20°C (avec une correction par rapport au

blanc).

Amax d’émission | L’aire sous la courbe
2-AMP 370nm 8971
SthdA 408nm 9390

Le rendement quantique est calculé a partir de la formule suivante:

H Lo-amp) lsindan)y = Po-ampy* A-amp)™ aire sous la courbe/ Dgman)™ Agmdaa)™ aire sous la courbe H
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Au point isobestique, les absorbances sont identiques, la formule se simplifie alors pour
donner:

Dgihaay= 0,63.

2-Influence du solvant.

Les spectres d’absorption ont été enregistrés avec des solutions de 8thdA de
concentration identique. Elles ont été fraichement préparées en veillant que 1’absorbance soit
comprise entre 0,2 et 1. Le CH,Cl,, le CH3CN, le MeOH et I’Et,O utilisés, sont de qualité
spectroscopique. Les spectres d’émission ont été enregistrés dans des cuves en quartz de 3mL
et de lcm de trajet optique a partir de ces solutions préalablement diluées de telle sorte que
I’absorbance au maximum d’absorption soit inférieure a 0,05. Les mesures d’intensité de
fluorescence ont été effectuées avec des solutions de 8thdA ou de 2-AP a la concentration de
1,5.10*M. L’intensité de fluorescence est enregistrée au maximum d’émission du spectre

d’émission en excitant au maximum d’absorption et en corrigeant par rapport au blanc.

3- Influence du pH.

Les tampons de pH 1 a 2 ont été préparés a 1’aide d’un mélange KCI (0,02M)/HC1
(0,02M)/H;0. Les tampons de pH 3 a 7 ont été préparés en faisant varier les proportions de
Na,HPO4 (0,05M) et de Citrate (0,01M). Les tampons de pH 8 a 10 ont été préparés a partir
de différentes proportions de KCI (0,02M) dans H;BO3 (0,01M), de NaOH (0,01M) et d’eau.
La solution a pH 11 résulte d’un mélange Na,HPO4 (0,05M) de NaOH (0,01M) et d’eau. Le
tampon a pH 12 a été préparé a partir d’'un mélange de KCI (0,02M), NaOH (0,02M) et d’eau.
Les tampons biologiques TEIA, HEPES, Tris, MES et tampons phosphate, ont été préparés a
la concentration de la 0,02M. Les mesures de 'intensité de fluorescence ont été effectuées
dans des cuves en quartz de 3mL et de 1cm de trajet optique avec des solutions 8thdA ou de
2-AP 2 la concentration de 1,5.10*M. L’intensité de fluorescence est enregistrée au maximum
d’émission du spectre d’émission en excitant au maximum d’absorption et en corrigeant par

rapport au blanc.
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Synthése du synthon phosphoramidite de la 8thdA

8-Thiényl-5’-O-DMTr-2’désoxyadénosine (10).

OH

C35H33N5058
Exact Mass: 635,22

Dans un schlenk, le composé (2) (447,8mg; 0,708mmol) est dissous dans la NMP
(2,5mL) a température ambiante et sous atmosphere d’Argon. Le catalyseur Pd(PPhs)s
(164mg; 0,14mmol) est alors rajouté avant de dégazer rapidement le milieu réactionnel par
trois cycles successifs vide-argon. Le 2-thiényl-tributylstannane (450uL; 1,41mmol) est alors
rajouté. L’ensemble est chauffé a 110°C pendant une heure. Une fois la réaction terminée
(contrdle par CCM CH.Cly/ MeOH (95 :5)) le mélange réactionnel est ramené a température
ambiante pour étre repris dans du CH,Cl, (10mL). La phase organique est lavée avec H,O
(10mL), une solution saturée d’NaHCO;3; (10mL) et de la saumure (10mL). Elle est ensuite
séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée sous le vide de I’évaporateur rotatif. Le brut de réaction
est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCls et 1% de NEt;. Le produit sera élué

avec un gradient de MeOH (0 a 5%) dans du CHCI3. Le composé (10) (395,6mg; 0,62mmol)

est obtenu apres lyophilisation avec un rendement de 88%.

RMN 'H (CDCl;, 200MHzZ): 8,14 (1H, s, H2); 7,73 (1H, dd, Ji=J,= 3,39Hz, H5" mhi¢nylc);
7,54-7,52 (1H, d, J;=J>= 5,02Hz, H3" 1hiényte); 7,36-7,17 (10H, m, DMTr et H4’’ thignyte); 6,76-
6,72 (4H, m, DMTr); 6,39 (1H, dd, J;= 5,65Hz et J,= 7,07Hz, H1"); 5,64 (2H, s, NH,); 5,10-
5,05 (1H, m, H3’); 4,18-4,13 (1H, m, H4’); 3,76 (6H, s, CH30); 3,43-3,4 (1H, m, H5’); 2,51-
2,40 (1H, m, H2’); 2,35-2,21 (1H, m, H2").

RMN "¢ (CDCl;, 50.3MHz): 158,3 (Cpmry); 155,0 (C4); 152,2 (C2); 150,8 (C8); 146,5
(Cz”Thiényle); 144,77 (C6); 135,9 (Cpmry); 129,9- 126,6 (CHpwmr et CHThiényle); 112,9 (CHpmry);
85,9 (C4); 84,9 (C1°); 72,9 (C3’); 63,8 (C5°); 55,14 (CH30); 36,6 (C2).

ESI SM positif (m/z): 658,1 (M+Na") et 303,1 (DMTr").
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8-Thiényl-5’-O-DMTr-N6-diméthylformamidine-2’-désoxyadénosine (11 ).

NCHNMe,

N
N / |\N
| »
S N N
DMTrO.
O

OH

C33H3gNgOsS
Exact Mass: 690,26

Le composé (10) (91,4mg; 0,144mmol) est dissous dans la DMF (500uL) avant de
rajouter sous argon, le N,N’-diméthylformamide-diméthylacétale (95,5uL; 0,718mmol).
L’ensemble est maintenu sous agitation pendant 4 heures (contrdl par CCM (CH»Cl,/ MeOH
(95 :5)) au bout desquelles la réaction est arrétée en rajoutant de I’AcOEt (SmL). La phase
organique est alors lavée avec de I’'H,O (SmL) et de la saumure (SmL), séchée sur Na,SOy,
filtrée et évaporée sous le vide d’un évaporateur rotatif. Le produit (1) ainsi obtenu (78,3mg;
0,113mmol) est suffisamment pur pour &tre engagé dans la suite de la synthese. Le rendement

de réaction est de 79%.

RMN 'H (CDCl5, 200MHzZ): 8,93 (1H, s, NCH); 8,34 (1H, s, H2); 7,74 (1H, d, J= 3,60Hz,
HS5”’ Thignyte); 7,62 (1H, d, J=5Hz, H3" thi¢nyte); 7,40-7,10 (10H, m, DMTr et H4’ thi¢nyte); 6,77-
6,72 (4H, m, DMTr); 6,44 (1H, dd, J,= 5,39Hz et J,= 7,54Hz, H1); 5,13-5,08 (1H, m, H3’);
4,16-4,08 (1H, m, H4’); 3,76 (6H, s, CH30); 3,46-3,43 (1H, m, HS’); 3,25 (3H, s, CH3N);
3,19 (3H, s, CH3N); 2,36-2,22 (1H, m, H2’); 2,04-1,94 (1H, m, H2’).

RMN "C (CDCl;, 50,3MHz): 158, 7 (NCH); 158,6 (Cpmr); 153,1 (C4); 152,2 (C2); 148,1
(C8); 145,2 (C2 Thignyte); 136,0 (C6); 131,8 (CHrhignyte); 130,4- 127,06 (CHpmry); 126,4 (C5);
113,4 (CHpwmrr); 86,4 (C1); 85,4 (C3’); 73,4 (C4’); 64,4 (C5°); 55,6 (CH30); 41,6 (CH3N);
37 (C2%); 35,5 (CH3N).

ESI SM positif (n/z): 691,4 [M+H'] et 713,4 [M+Na*].
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8-Thiényl-N6-Diméthylformamidine-5’-O-DMTr-3’-phosphoramidite-2’-désoxyadénosine
(12).

NCHNMe»
N
(5 f)N
S N N/
DMTrO
0]

0
P
)N; “O(CH,)>CN

C47H55N806PS
Exact Mass: 890,37

Le composé (11) (500mg; 0,72mmol) est dissous dans du CH,Cl, (2,2mL) avant de
rajouter la DIPEA (925uL; 2,9mmol) sous atmosphere d’argon. Le chlorure de N,N’-
diisopropyl-cyanoéthyl-phosphoramidite (242uL; 1,08mmol) est également mis en solution
dans du CH,Cl, (200uL) et la solution ainsi obtenue est rajoutée goutte a goutte a la solution
précédente. Le mélange réactionnel est maintenu sous agitation continue pendant 4 heures,
(suivie de la réaction par CCM CH,Cl,/MeOH/1%NEt; (95 :5)) avant de I’arréter en rajoutant
du MeOH (2mL) et de la NEt; (200uL). La phase organique est lavée avec une solution
aqueuse d’NaHCO; (10mL), de ’'H,O (10mL) et de la saumure (10mL) avant d’étre séchée
sur Na,SOy et filtrée. Le mélange est évaporé et purifié sur gel de silice conditionné avec du
CHCI; et 1% de NEt;. Le produit est élué avec un gradient de MeOH (de 0 a 1%). Une fois
les solvants évaporés le produit est repris dans du toluene et rajouté a de I’hexane refroidit a -
20°C sous agitation. 369mg (0,414mmol) du produit (12) sont récupérés soit un rendement

de 58%.

RMN 'H (CD;CN, 200MHz): 8,86 (1H, s, NCH); 8,35 (1H, s, H2); 7,92 (1H, d, J= 3,05Hz,
H5 mienyte); 7,69 (1H, d, J=4,74Hz, H3 mienyie); 7.37-7,09 (10H, m, DMTr, H4" mignyic):
6,67-6,60 (4H, m, DMTr); 6,46 (1H, dd, J;= 3,92Hz et J,= 7,75Hz, H1'); 5,46-5,29 (1H, m,
H3’); 4,19-4,17 (1H, m, H4’); 3,96-3,79 (2H, m, CH,0); 3,69-3,47 (9H, m, CH;0, H5’ et
H2’); 3,17 (3H, s, CH3N); 3,16 (3H, s, CH3N); 2,67-2,61 (1H, t, CH); 2,54- 2,48 (2H, t, CH et
H2%); 1,96-1,91 (2H,m, CH,CN); 1,22-1,14 (12H, m, CHs).

RMN *'p (CD3;CN, 80MHz): 149,17 et 148,9 (les deux déplacements observés sont dus a la

présence d’un mélange de deux diastéréisomeres).
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ESI SM positif (m/z): 891,3 [M+H].

Synthese des séquences cTAR marqués par la 8vdA

La synthese des séquences cTAR modifiées par la 8vdA a été effectuée a 1’échelle de
la pmol, sur un synthétiseur automatique Applied Biosystem 392 en utilisant 10 équivalents
de phosphoramidites. Les séquences ont été purifiées et analysées dans 1’équipe du Dr.
Roland Marquet selon la procédure décrite dans la partie expérimentale de la publication ci
jointe au manuscrit [221]. Les différentes séquences ont été analysées par CLHP sur colonne
Dionex DNAPac-100 (longueur : 250, diametre : 4mm), gel de polyacrylamide (20%, 8M
urée), par spectroscopie de fluorescence et spectrométrie de masse en mode linéaire négatif
MALDL
MALDI SM négatif [M-HJ: ODN7: calc. 175332 trouvé 175333. ODNI11: calc. 8279 trouvé
8280.
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L’objectif premier de ce travail de these était d’évaluer les propriétés de fluorescence
et antivirales de nouveaux analogues de la désoxyadénosine modifiés en position 8.

La premiere modification introduite en position 8 de la base a été€ le groupement vinyle
qui comme nous I’avons montré dans le chapitre précédent a permis d’augmenter de facon
considérable les propriétés de fluorescence de la désoxyadénosine (dA). En effet la 8vdA s’est
révélée étre un bon candidat en tant que sonde de fluorescence, alternative a la 2-AP. Nous
avons également voulu étudier les propriétés antivirale de la 8vdA lorsque celle-ci est dirigée
contre notre enzyme cible : la Rétro Transcriptase (RT) du VIH-1. Ce deuxieme chapitre va
donc s’articuler autour de trois points importants:

» L’étude sur des séquences modeles "matrice” et "amorce", de l'influence d'une base
modifiée sur les deux activités polymérases de la RT. En particulier nous souhaitons
confirmer un mode d'inhibition postulé, différent des terminateurs d'élongation de chaine
actuellement utilisés en thérapie.

» La préparation d’une série d'analogues de la dA, modifiés en position 8 de la base,
ainsi que les prodrogues correspondantes afin de tester leur activité antivirale sur des cultures
cellulaires infectées par le VIH-1.

» Le développement d'une méthode de syntheése des analogues nucléosidiques sous leur
forme triphosphate. Ces analogues pourront étre testés sur la RT purifiée dans le but de
mesurer leur efficacité d'incorporation par rapport au substrat naturel, mais aussi dans le but

d'évaluer leur capacité a inhiber la synthése d'ADN viral.

I- Hypotheses de travail et conception des analogues
nucléosidiques

Les hypotheses de départ de notre travail découlent directement des données
structurales de la RT. En effet une structure cristallographique de I’enzyme en présence d’un
double brin d’ADN et d’un nucléotide entrant a été€ établie par Huang et al. [142]. Les
informations apportées par cette structure ont permis d’affiner nos connaissances quant au
mécanisme de syntheése de I’ ADN proviral, catalysé par la RT.

Quelles informations importantes pouvons-nous déduire de cette structure ? La figure
1 montre qu'au niveau du site actif, la base du nucléotide entrant adopte une conformation anti
qui lui permet de s’associer par interactions Watson-Crick avec la base complémentaire de la

matrice, alors que le désoxyribose adopte une conformation C-3’endo.
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Une zone de contact importante entre le duplex d'’ADN et I'hélice aH, située au niveau
du "pouce" de la sous-unitée p66, est également observée. Au voisinage du site actif, ' ADN
double brin est de forme A alors qu’en amont de la zone de contact avec ’hélice aH, ’ADN
est de forme B. La transition de la forme A vers la forme B, s’effectue plus précisément de 4 a

6 nucléosides en amont du site actif.

Contact avec I’hélice aH

ADN en forme B

Nucléotide entrant !{'

ADN en forme A Amorce

Figure I: Représentation tridimensionnelle d’un double brin matrice/amorce d’ADN et d’un

nucléotide entrant au voisinage du site de polymérisation de la RT.

Sont représentés les brins « matrice » (rouge) et « amorce » (rose) en présence du nucléotide entrant. Pour plus

de clarté, la partie protéique a été soustraite.

Ce changement de conformation a des conséquences importantes sur la conformation
du désoxyribose et sur ’orientation de la base. En effet, la transition de la forme A vers la
forme B se traduit par une modification de l'angle x qui passe de -160° a une valeur comprise
entre -100 et -130° (figure 2), mais également d’'une modification de la conformation du

désoxyribose qui passe d’une conformation C3’ endo a C2’ endo.
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/ Structure de type "A" Structure de type "B"\
X —130°
/N SN c, '
o <Nf\/)\ WA M
N"Y -90° e\ 90°  —90° AN 90°
N oS ) TN )]
2' o 1
\ C—_/ / \ U\/ /

| " _

K Vue latérale Vue de dessus J

Figure 2 : Orientation moyenne de la base dans un ADN de forme A et de forme B et

définition de I’angle .

La transition observée commence de 4 a 6 nucléotides en amont du nucléotide terminal
(3’-OH) de I’amorce, notre objectif était donc de synthétiser des analogues nucléosidiques
qui, comme le substrat naturel, seront intégrés dans le brin d’ADN en cours de syntheése sans
en terminer immédiatement 1’élongation. Ainsi ces molécules, a la différence du substrat
naturel, devront bloquer I’élongation de la chaine lorsqu’ils arriveront dans la zone de contact
avec I’hélice otH de 1’enzyme (schéma 1). D'autre part, la RT des rétrovirus ne possede pas
d’activité 3’-exonucléase. Ainsi un composé qui ne bloque pas la polymérisation de 'ADN
proviral directement apres avoir été incorporé dans le brin (-), mais qui agit avec un retard de
trois ou quatre unités nucléotidiques, ne pourra pas étre excisé, que ce soit par réaction avec
I'ATP ou par pyrophosphorolyse.

En cherchant a géner cette transition par I’introduction en position 8 de la base de

groupements R, de taille et de nature variables, nous espérons contourner les mécanismes de

~

Arrét de la synthese

— apres contact avec

I’Hélice oH

résistance impliquant une molécule d’ATP ou du pyrophosphate.

/
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Schéma I: Représentation schématique du mécanisme d’inhibition postulé des analogues

nucléosidique de la dA modifiés par un groupement R.

Les modifications & envisager doivent tenir compte d'un certain nombre de facteurs.

v' Les analogues nucléosidiques modifiés devront étre capable d'établir les
interactions Watson-Crick avec le brin complémentaire.

v Les groupements fonctionnels intervenant dans ces liaisons ne devront pas
perturber ces interactions.

v" Les hydroxyles en 3’ et 5’ devront étre conservés afin de pouvoir établir les
liaisons phosphodiester.

En tenant compte de ces contraintes, des modifications peuvent étre envisagées soit sur la

base, soit sur le sucre (figure 3).

/ Modifier la base NH,
% N N Atomes ou groupe d'atomes impliqués
</ | N | dans les interactions Watson-crick
N N/) avec le brin complémentaire
O

H
o

Hydroxyles impliqués dans
les liaisons phosphodiester OH x

K Modifier le sucre j

Figure 3: Représentation des différentes positions envisagées pour introduire des

modifications sur la dA.

La premiere famille de molécules dont nous avons envisagé la synthese repose sur des
modifications chimiques introduites en position 8 de la dA. Nous avons cherché & géner le
changement d’orientation de la base lorsque cet analogue sera au contact de I’hélice cH en

introduisant un substituant R en position 8 de la base (figure 4).
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Cs' 5'
R: Vinyle ou
K 0° Ethyle X

Figure 4 : Mécanisme postulé des inhibiteurs nucléosidiques envisagés.

L’encombrement stérique du substituant R géne le changement d’orientation de la base lors de la transition de

la forme « A » vers la forme « B » de ’ADN.

Les premieres molécules avec lesquelles nous avons démarré ce projet sont des dérivés
de la dA, modifiés par les groupements « vinyle » et « éthyle ».

Nous étudierons dans un premier temps l'influence de tels substituants sur 1’activité
polymérase de la RT en les incorporant dans des séquences modeles « matrice » et
« amorce ». Pour accéder aux séquences d’oligonucléotides marqués, nous nous sommes
appuyés sur la chimie développée au laboratoire (décrite dans le chapitre précédent) a savoir
la préparation du synthon phosphoramidite correspondant et son incorporation dans des
séquences d'ADN, grace a la synthese en phase solide.

Cette premiere partie va s'articuler autour de trois points:

v' La synthése des phosphoramidites correspondant aux analogues modifiés par
un groupement vinyle et éthyle.
v" La préparation des séquences d'oligonucléotides "amorce" et "matrice".

v La présentation des résultats, qui sera suivie d’une discussion.

II- Etude de 1'effet de 1a S8vdA et de la 8edA sur les deux activités
enzymatiques de la RT

Cette étude a été effectuée en collaboration avec I’équipe du Dr. R. Marquet (UPR 9002 du
CNRS, IBMC Strasbourg).
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2.1. Le choix des séquences synthétisées

2.1.1. La séquence "amorce'

Nous avons choisi de préparer des séquences d’oligonucléotides de 18 et 19-mers qui
miment Iextrémité 3’ de I'ARNt™. Cet ARN joue un role essentiel lors de la
rétrotranscription puisqu’il agit comme amorce pour la synthése du brin d’ADN (-) en se
fixant au site PBS situé dans la région 5’ de I’ARN viral. Dans ces séquences, I’analogue
nucléosidique a été placé aux positions +1 et +2 (respectivement dans des séquences de 18 et
19-mers) en amont du site actif de la RT. Les mémes séquences contenant la dA a la place de

I’analogue nucléosidique ont été achetées et utilisées comme référence.

ARNt, Y

il *d-(GTC CCT GTT CGG GCG CCX C)-* 19 mers
AU by *d-(GTC CCT GTT CGG GCG CCX)-> 18 mers
Tt X : 8vdA ou 8edA.

Figure 5: A) Structure de I'ARNt™*. B) Séquences de 18 et 19-mers modifiées par les

analogues 8vdA et 8edA représentant I’extrémité 5’ de I’ ARNt™.

2.1.2. La séquence "'matrice"

Pour évaluer dans un deuxieme temps l'effet d'un groupement vinyle ou éthyle en
position 8 de la base sur I'activité ADN polymérase ADN-dépendante, la 8vdA et la 8edA ont
été incorporées dans un brin matrice de 31-mers en position +2 ou +1 par rapport au site de
démarrage de la synthese d’ADN. La production d’ADN sera évaluée en utilisant deux
séquences complémentaires de 18 et 19-mers comme amorces, en prenant toujours comme

référence la séquence matrice ne contenant pas la base modifiée (figure 6).

(¥~ CAG GGA CAA GCC CGC GGT GXC GAT CTC TAA A-® X : 8vdA ou 8edA)

Figure 6 : Séquence d’ ADN matrice synthétisée contenant soit la 8vdA soit la 8edA.

101




Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA

2.2. Synthese des séquences marquées

La synthese des oligonucléotides marqués repose sur la chimie des phosphoramidites
et sur la synthese en phase solide. Le principe de synthese du synthon phosphoramidite de la
8vdA a été décrit dans le chapitre précédent, nous ne décrirons donc dans cette partie que la
synthese du synthon phosphoramidite de la 8edA ainsi que les modifications apportées a la

synthese en phase solide.

2.2.1. Synthese des synthons phosphoramidites de la 8vdA et de la 8edA

/ NCHNM

NSy
R%N | B

DMTrO N
o
)\ C‘)
P
N~ “O(CHp)2CN

K R: Vinyle et Ethyle /

Nous nous sommes appuyés sur la méme stratégie de synthese que celle décrite dans le

chapitre II pour la préparation du synthon phosphoramidite de la 8vdA (schéma 1).

/ NH, NH,

T Y

\—<N \ N/) \—<N \ N/)
o) o

DMTrO ) DMTrO .
i ii
94 % Rendement quantitatif
OH 3 OH 13
NCHNMe, NCHNMe,
LT T
N N/) N N/)
DMTrO. DMTrO
o iii o
70%
OH Q
14 )\ P 15
N™" "O(CH,).CN

i) Hy, Pd/C, EtOAc; i) Me,NCH(OMe),, MeOH; iii) N(iPr),PCI[O(CH,),CN], DIPEA, CH,Cl,

Schéma 2: Schéma de synthese du synthon 8-éthyl-dA-CE-phosphoramidite (15).
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La syntheése du synthon phosphoramidite de la 8edA commence par la réduction du
groupement vinyle de la 8-vinyl-5’-O-DMTr-2°dA (3) décrit dans le chapitre précédent. La
réduction est réalisée par hydrogénation catalytique en présence de palladium (0) sur charbon
actif. Le rendement de cette étape est de 94%. Le produit (I3) est obtenu suffisamment pur
pour étre engagé dans la suite de la synthese, sans étape de purification supplémentaire.
L’amine en N6 du composé (I3) a été protégée quantitativement par le groupement
formamidine. La derniere étape du schéma de syntheése du synthon 8edA est 1’introduction du
groupement phosphoramidite en position 3' de I'hydroxyle libre du composé (14). Cette étape
a pu étre effectuée dans les conditions habituelles de synthese, a savoir en présence du chloro-
N,N’-diisopropyl-cyanoéthyl-phosphoramidite, de DIPEA dans le CH,Cl, et permet ainsi

d'obtenir le composé (15) avec un rendement de 70% apres purification.

2.2.2. Synthese des séquences d'oligonucléotides marqués

Les conditions mises au point lors de la synthese des oligonucléotides modifiés par la
8vdA ont été reprises et appliquées a la synthese des séquences contenant la 8edA. Ainsi les
étapes de détrytilation (TCA 3%), d’oxydation (butanone peroxyde) et de déprotection
(NH4OH 28%) sont identiques a la 8vdA, seul I’agent activateur a été modifié. Le tétrazole a
en effet été remplacé par le 4,5-dicyanoimidazole assurant des temps de couplage trois fois
plus rapide que le tétrazole [233].

Deux séquences « amorce » modifiées par la 8vdA ou la 8edA ont ainsi été préparées,
purifiées par CLHP, et caractérisées par spectrométrie de masse ESI ou MALDI-Tof. Quant
aux séquences « matrice » modifiées, elles ont également été synthétisées et purifiées mais
seule la séquence modifiée par la 8edA a permis d’obtenir un spectre de masse en accord avec

la masse attendue.

2.4. Résultats et discussion

L’activité inhibitrice de la 8vdA et de la 8edA incorporées dans les séquences
«amorce » et «matrice » a pu étre déterminée apres analyse des produits de rétro-
transcription sur gel de polyacrylamide dénaturant. L’amorce est marquée au >°P 2 son
extrémité 5° et apres rétro-transcription et dénaturation thermique du complexe
amorce/matrice, une électrophorése dans un gel dénaturant de polyacrylamide permet de
séparer les produits en fonction de leur taille. Les produits sont ensuite révélés par

autoradiographie.
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2.4.1. Effet des modifications dans le brin amorce

La production d’ADN (-) a été étudiée avec trois matrices de taille et de nature
variables :

v Une matrice ARN de 311 nucléotides correspondant a I’extrémité 5’ de I’ ARN

génomique.

v Une matrice d’ARN plus courte comportant la région PBS et 20 nucléotides

supplémentaires.

v Une matrice d’ADN identique a la séquence précédente.

La production de I’ADN de pleine longueur avec des amorces contenant soit la 8vdA,
la 8edA ou la dA a été évaluée avec un ARN ou ADN court comportant la région PBS et 20
nucléotides supplémentaires. Aucune différence n’est observée lors de la synthese de I’ADN
que les amorces contiennent les nucléotides modifiés ou non.

A T'inverse, avec la matrice ARN longue de 311 nucléotides, une pause marquée dans
la synthese d’ADN (-) est observée avec les amorces contenant la 8vdA ou la 8edA (figure 7).
Cette pause a lieu apres que deux nucléotides aient été incorporés dans le cas de 1’amorce de
19-mers (8vdA) et apres que trois nucléotides aient été rajoutés dans le cas de I’amorce de 18-
mers (8edA). Cette pause est d’ailleurs également présente dans la séquence non modifiée
(contenant la dA) mais elle est beaucoup moins prononcée qu’en présence des analogues

modifiés.

104



Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de

ladA
[Amorce contenant la 8vdA| [Amorce contenant la 8edA|
Matrice ARN 1-311 (HIV-1 Mal) Matrice ARN 1-311 (HIV-1 Mal)
0 30]0_—30]
ADN ADN
- 0 30| 0 30
== strong-stop (-) /I /I Strong stop (-)
5 it
— s il
Y11 1]
chsse  SERBEES
o & ‘“L -
- —+2
[ S > « — Amorce TITT e - — 3
L |1 | hon allongée i 44iid — Amorce
19 mer (8vdA) 19 mer habiilL L ad bl Non allongée
3'- CXCCBEEEECTTETECCTG -5' 18 mer (8edA) 18 mer

Figure 7: Cinétique de synthese de I'ADN strong stop (-) analysée sur gel de polyacrylamide

dénaturant a partir d'amorces contenant un nucléotide modifié ou non.

2.4.2. Effet des modifications dans le brin matrice

Les séquences « matrice » contenant la 8vdA ont été synthétisées mais elles n’ont pas
pu étre caractérisées par spectrométrie de masse. Seuls les résultats impliquant la 8edA seront
décrits.

Lorsque la 8edA a été incorporée dans la séquence matrice d’ADN en position + 2 ou
+1 par rapport au site de démarrage de la réplication et a I’amorce utilisée (respectivement de

18 nucléotides ou de 19 nucléotides) une pause importante est a nouveau observée (figure 8).
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Matrice contenant la 8edA|

18- mers 19 -mers
o 30] o_— 3]

A

..'.'I“ “wasd
FEES
sant®y

Pause importante

Figure 8: Cinétique de la synthése de I'ADN proviral, & partir d’une amorce de 18 ou 19

nucléotides et d’une matrice marquée par la 8edA.

2.4.3. Discussion

La syntheése des synthons phosphoramidite de la 8vdA et de la 8edA ainsi que des
séquences modifiées correspondantes a été entreprise et réalisée avec succes. Pour la synthese
des oligonucléotides, la tache s'est révélée étre plus difficile a entreprendre dans le cas de la
8vdA en raison d’une réactivité et d’une sensibilité beaucoup plus prononcée du groupe
vinyle.

Les résultats obtenus par analyse des produits d’élongation de I’ADN (-) en présence
de la RT, nous ont permis de visualiser une pause de 1’activité enzymatique lorsque la 8vdA
ou la 8edA sont incorporées dans les brins amorces. Cette pause a lieu aprés que 2 ou 3
nucléotides aient été rajoutés par la RT (respectivement pour les amorces de 19 et 18-mers).
Les analogues modifiés de la dA se trouvent alors en position n-4, a 4 nucléotides du site actif

de ’enzyme (figure 9).
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/3’-(N)n- CAG GGA CAA GCC CGC GGU G-(N), \
5-GTC CCT GTT CGG GCG CCX (C)-3 Amorce de 19-mers avec C

l Amorce de 18-mers sans C

3’-(N),- CAG GGA CAA GCC CGC GGU GN¢Nz-(N),.2
5- GTC CCT GTT CGG GCG CCX4C3N2N;y

K X : 8vdA ou 8edA /

Figure 9: Représentation schématique des produits de synthese de I’ADN (-) sous I’effet de la

RT en présence d’amorce modifiées contenant soit la 8vdA, soit la 8edA.

Selon que I’amorce utilisée est longue de 19 ou 18 nucléotides, la RT additionne 2 ou 3 nucléotides. La présence
des analogues modifiés provoque alors un arrét de la syntheése lorsqu’ils se trouvent en position n-4 par rapport

au site actif. C’est en effet a ce moment que le contact avec I’hélice aH a lieu.

En se basant sur les hypotheses de départ, c’est a ce moment précis que s’effectue la
transition de la forme A vers la forme B, au contact avec 1’hélice aH. Ces résultats indiquent
que la présence des groupements « vinyle » et « éthyle » sur cette position de la base est
suffisante pour géner cette transition et induire une inhibition selon le mécanisme postulé. Le
taux d’inhibition a d’ailleurs été quantifié : la 8vdA est un meilleur inhibiteur de la synthese
de ’ADN strong stop (-) que la 8edA, avec un taux d’inhibition atteignant les 90% contre
45% dans le cas de la 8edA. Il est également a noter que cette pause n’a pas été observée avec
les matrices plus courtes d’ADN ou d’ARN, qui ne possédent pas en aval du site PBS une
région de 15 nucléotides qui serait en contact avec le domaine RNaseH de RT. Cette
différence pourrait étre a 1’origine de ces observations; I’ARN de 311 nucléotides serait donc
un meilleur mime de I’ARN génomique.

Dans cette étude, nous avons pu observé une pause importante dans la synthése du
second brin d’ADN lorsque la 8edA est incorporée au niveau d’un brin matrice. En effet
lorsque I’amorce de 18 nucléotides est complémentaire du brin matrice porteur de la
modification, un seul nucléotide est incorporé avant que la RT n’effectue une pause dans le
processus d’élongation. Ce phénomene a également lieu avec 1’amorce de 19 nucléotides,
mais cette fois-ci la pause a lieu sans qu’un nucléotide supplémentaire ne soit ajouté (figure
10). Ces résultats indiquent que la synthese d’ADN (+) est fortement inhibée lorsque la 8edA

doit se positionner au niveau du site actif, pour se complexer au nucléotide entrant.
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/ 3’- CAG GGA CAA GCC CGC GGT GXC GAT CTC TAAA \

18-mers 5- GTC CCT GTT CGG GCG CCA )
19-mers 5- GTC CCT GTT CGG GCG CCA C

\ /

Figure 10: Représentation simplifiée de I’élongation de I’ADN (+) sous I’effet de la RT, en

présence des bases modifiées.

Pour essayer d’expliquer ce résultat, il faut analyser la structure aux rayons X de la RT

en présence d’un double brin d’ADN et d’un nucléotide entrant (figure 11).

Amorce

Gene stérique

Figure 11 : Représentation simplifiée d’un brin matrice et amorce en présence d’'un dNTP au

niveau du site de polymérisation de la RT.

Pour que la liaison phosphodiester puisse s’établir entre deux nucléosides, la base du
nucléotide de la matrice doit former des liaisons Watson-Crick avec le nucléotide entrant. Il
est probable que le positionnement approprié de la base au niveau du site actif soit géné par
un encombrement stérique généré par le groupement éthyle. En effet, le remplacement de
I’hydrogene en position 8 de la base par un groupe éthyle se traduirait par une interaction
stérique importante de 1’éthyle avec I’oxygene cyclique du désoxyribose du nucléotide en aval
de la matrice (+1 par rapport au site de démarrage de la synthese d’ADN) ainsi que I’indique

la fleche bleue dans la figure 11. Le nucléoside modifié ne pourrait alors se positionner
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correctement au niveau du site actif de I’enzyme génant ainsi la formation d’un complexe
enzyme/substrat productif.

Ce résultat n’était pas prévisible compte tenu des hypotheses de départ. Ces molécules
peuvent donc exercer une activité inhibitrice en agissant cette fois-ci sur la syntheése du
deuxieme brin d’ADN.

Les modifications introduites en position 8 de la base permettraient ainsi non
seulement d’inhiber la synthése de I’ADN (-) selon un mécanisme différent des terminateurs
d’élongation de chaine mais peuvent également agir en inhibant cette fois-ci la synthese de
I’ADN (+), si la premiere étape n’est pas inhibée. Le mécanisme d’action mis en évidence
avec des analogues de la dA est d’autant plus intéressant que I’on agit sur les deux activités

polymérases de I’enzyme (ADN polymérase ARN et ADN dépendante).

2.5. Conclusion

En suivant une stratégie de synthese assez douce, nous avons pu préparer les synthons
phosphoramidites de la 8vdA et de la 8edA nécessaires a la synthése des séquences modeles
«amorce » et « matrice » avec de bons rendements. Les premiéres études menées avec des
séquences marquées et la RT, nous ont permis de visualiser des pauses importantes dans la
syntheéses des ADN (+) et (-). Les résultats obtenus sur I’activité polymérase ARN dépendante
vont dans le sens des hypotheses formulées. En ce qui concerne les observations faites sur la
seconde activité polymérase, ces résultats n’étaient pas attendus, mais peuvent s’expliquer en
analysant la structure de la RT cristallisée avec un duplex d’ADN et un nucléotide entrant.

Ces résultats indiquent que si I’analogue triphosphate est substrat de la RT, I’inhibition
de la synthése d’ADN proviral pourra avoir lieu sur les deux activités polymérases de
I’enzyme. Un tel mode d’action sur les deux activités polymérases de 1’enzyme renforcerait
Iefficacité de ces analogues de la dA. Dans le but d’étudier 1’influence de la taille et de la
nature du substituant sur la capacité des analogues de la dA a inhiber la production d’ADN
proviral, nous avons entrepris de réaliser la préparation d’autres analogues de la dA. Nous
souhaitons ainsi mener des études de relation structure-activité sur une gamme plus large de
molécules.

C’est dans cette optique que nous avons choisi de synthétiser dans un premier temps
des analogues de la dA sous leur forme nue et sous la forme de prodrogue, avec pour objectif

de les tester directement sur des cultures cellulaires infectées par le virus du VIH-1.
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Apres un rappel des différentes méthodes de synthese disponibles dans la littérature

nous exposerons I’approche que nous avons choisi d’adopter.

I11. Les analogues nucléosidiques de la dA

3.1. Synthese de dérivés modifiés en position 8 de la dA sous leur forme nue

La molécule de référence choisie est la désoxyadénosine sur laquelle un certain

nombre de modifications chimiques ont été introduites en position 8 de la base (figure 12).

/N \N
R—<N |N g
HO.
0]
OH

Ql: Br, OMe, Vinyle, Ethyle, Thiényy

Figure 12 : Structure générale des différents analogues de la dA envisagés.

Les substituants a introduire sont de taille moyenne et ont été choisi en tenant compte
d’informations de la littérature. Il est connu que 1’introduction d’un substituant sur la position
8 de la dA modifie la répartition des conformations syn et anti en faveur de la conformation
syn [234]. Nous avons tenu compte de ces informations dans le choix des substituants a
introduire sur cette position, afin que ’orientation de la base ne soit pas bloquée dans la
conformation syn.

De nombreux dérivés de I’adénosine et de la désoxyadénosine modifiés en position 8
ont été synthétisés et étudiés. On compte parmis eux des dérivés modifiés par un atome de
brome, un groupement méthoxy [235], des groupements alkyles (méthyle [236], éthyle, vinyle
[237], acétylene [238]) ou encore amine [239]. Ces dérivés sont connus pour modifier la
répartition entre les deux conformations syn et anti sans en bloquer toutefois I’orientation de
la base dans la conformation syn. Les propriétés antivirales de certains de ces analogues,
principalement en série ribosyle, ont également été évaluées et certaines de ces modifications
se sont révélées prometteuses pour induire une inhibition virale. Il nous est donc apparu
important d’évaluer I’effet de telles modifications et d’autres, en série désoxyribosyle puisque

le substrat de la RT est un désoxynucléotide.
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La synthese de ces analogues découle de la préparation du dérivé 8-bromé de la dA

(1), décrit dans le chapitre précédent et repose sur le schéma 2 qui suit.

N H2 N H2 N
N X N X N X
N N N
Br 4 jl\)\ Br_</ jl\)\ R4 f\
HO. AcO AcO
© i 0 i \%O
OH Rendement quantitatif OAc OAc
1 6 8: R= Thiényle (96%)
16: R= Vinyle (71%)
i 55%
v
NH>
/N N
NH
MeO— || J >

9: R= Thiényle (80%)
17: R= Vinyle (77 %)

i) Ac,0, DMAP, Pyridine; ii) NaOMe/ MeOH, MeOH; iii) Pd(PPhj3),, dérivé stannane, NMP, 110°C;
iv) NH4OH 28 %, MeOH: Acétone

Schéma 3: Synthese des différents analogues de la dA, modifiés en position 8.

La présence de I’atome de brome offre la possibilité d’introduire une grande variété de
groupements par substitution nucléophile.

La synthese de la 8thdA a été discutée dans le chapitre précédent. Le schéma de
synthese suivi a également été repris pour la synthese de la 8vdA. Une fois les hydroxyles 3’
et 5 du composé (6) protégés par les groupements acétate (rendement quantitatif),
I'intermédiaire (6) peut alors &tre utilisé pour le couplage de Stille. Les conditions
précédemment mises au point (Pd(PPhs)s, dérivé stannane, NMP a 110°C) ont pu étre
utilisées pour préparer les composés (8) et (16) avec des rendements de réaction respectifs de
71% et 96%. Les groupements acétates de ces composés, ont été clivés en présence d’une
solution d’NH4OH a 28% dans un mélange MeOH/Acétone (50:50) pendant une nuit.

Nous avons tenu compte des observations effectuées lors de la deprotection des

oligonucléotides contenant la 8vdA, et les temps de déprotection ont ainsi été réduits dans le
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cas du composé (16). Les produits (9) et (I7) ont été finalement obtenus apres purification
avec un rendement de 80 et 77% respectivement.

Une autre modification a été introduite en position 8 de la base, toujours en se basant
sur la 8-bromo-dA (7). Il s’agit du groupement méthoxy introduit en position 8 en suivant un
protocole déja décrit dans la littérature [235]. Le groupement méthoxy a été introduit a 1’aide
d’une solution de méthanolate de sodium a 25% dans du MeOH, permettant ainsi d’aboutir au
composé 8-méthoxy-dA (I8) avec un rendement comparable a celui de la littérature (55%).

La préparation du composé 8-éthyl-dA (21) a été effectuée a partir du composé (13)

décrit précédemment selon le schéma 4 suivant.

(m ¢ f) . < fNH)

OH 88% 88%
13 19
NHz NH;
“ﬁN g
N N/)
HO
; o)
@ 5
21

i) PAC,0, DMAP, Pyridine; ii) DCA 3%/ CH,Cl,; iii) NH;OH 28%, MeOH/acétone (50:50)

Schéma 4: Synthese du nucléoside nu de la 8edA (21).

La synthese de la 8edA débute par la protection de 1’hydroxyle en 3’ du composé (13)
par le groupement phénoxyacétique dans des conditions standards. Le composé (19) est
obtenu avec un rendement de 88% sans que I’amine en N6 ne soit affectée. Le groupement
DMTr est ensuite éliminé en présence d’une solution de DCA a 3% dans du CH)Cl, et le
produit (20) est obtenu avec un rendement de 88%. La fonction alcool en 3’ est alors libérée a

I’aide d’une solution d’NH4OH a 28%, dans un mélange MeOH : Acétone (50:50). Le
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composé (21) est obtenu apres purification sur plaque semi-préparative avec un rendement de
75%.

Il convient de noter que I’ensemble des nucléosides nus, une fois purifié, présentent
une tres faible solubilité dans la plupart des solvants organiques, ce qui rend leur manipulation
tres délicate.

Ces dérivés ont été évalués pour leur activité Anti-VIH et les résultats relatifs a cette
étude sont présentés a la fin de ce chapitre.

L’étape suivante a franchir était de tester cette série de nucléosides modifiés, sous leur
forme monophosphorylée. En effet c’est sous cette forme qu’ils seront précurseurs de la
forme active du substrat de ’enzyme, a savoir sa forme triphosphate, et peut étre avoir une
activité selon le mécanisme postulé au départ. L’approche adoptée a été de préparer ces
analogues nucléosidiques sous la forme de prodrogue, ce qui non seulement permettra de

contourner la barriére membranaire, mais également la premiere étape de phosphorylation.

IV. Préparation des analogues phosphoramidates

4.1. L’approche prodrogue, définition et enjeux

Les analogues de nucléosides (AZT, d4T, 3TC) actuellement utilisés en traitement
clinique doivent subir 3 étapes successives de phosphorylation pour étre actifs dans la cellule
et devenir substrat de la RT. Il a é&t€ montré que certaines de ces étapes restent limitantes pour
convertir 1’analogue nucléosidique en dérivé triphosphorylé. Dans le cas du d4T, c’est la
premiere étape de phosphorylation en dérivé monophosphate qui est 1’étape cinétiquement
limitante pour atteindre I’espece active, a savoir le d4T-triphosphate. Dans le cas de I'AZT
par contre, c’est le passage de I’espece monophosphate vers 1’analogue diphosphate qui est
I’étape limitante [240-245].

Une facon de contourner ces problémes consisterait & administrer 1’analogue
nucléosidique sous sa forme monophosphate permettant ainsi de s’affranchir de la premicre
étape de phosphorylation. Cette stratégie se heurte cependant a deux inconvénients. D’une
part le caractere polaire des molécules, qui les empéche de traverser les membranes
cellulaires, d’autre part leur instabilité dans le flux sanguin est a ’origine d’une rapide
déphosphorylation.

Afin de palier a ces inconvénients, une des méthodes de choix est la stratégie

prodrogue [246].
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Inhibiteur
nucléosidique de la
RT (INRT)

la cellule Kinase 1 Kinase 2 Kinase 3

INRT INRT-DP

Activation
enzymatique
ou chimique

INRT-MP (Prodrogue)

K INRT-MP (Prodgrogue) /

Figure 13 : Représentation schématique de la stratégie prodrogue permettant d’accéder a

I’analogue monophosphate apres activation enzymatique et/ou chimique dans la cellule.

De facon schématique (figure 13) une prodrogue peut étre définie comme 1’analogue
inactif d’une molécule active. Le recours a cette stratégie a pour effet d’améliorer les
propriétés pharmacologiques (biodisponibilité, biodistribution, activité thérapeutique,
spécificité...) de la molécule parente en masquant une fonctionnalité réactive. Une fois dans
la cellule, la prodrogue est convertie en espece active sous l’effet d’enzymes et/ou par
réaction chimique (variation du pH, des conditions salines...).

Les résultats les plus prometteurs quant a la synthese des prodrogues font appel a deux
stratégies principalement: la premiere méthodologie a été largement développée par Imbach et

al. [247-249] et repose sur la conception d’analogue bis-SATE phosphotriester (figure 14).

9) B
M 0o
R8P
OSATE

SATE: S-acyl-2-thioéthyle
R: CH3 ou C(CH3)3
: Nucléoside

Figure 14: Structure générale d’un analogue bis-SATE phosphotriester de nucléoside.

La deuxieme stratégie a été amplement étudiée par McGuigan et al. et repose sur des

composés de type aryloxyphosphoramidates [250] (figure 15).
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- & N
PhO P O_VQ‘

COgMe
Aryloxyphosphoramidate

AZT : Y=0,X=CH,R’=N;,R”’=CH;; 3TC : Y= 0, X= S, R”’=H ; d4T: Y=0, X= double liaison, R’=H, R”’= CH;
R : chaine alkyle d’un acide aminé.

Figure 15:Exemples d’aryloxyphosphoramidates de didésoxynucléosides.

La stratégie développée par McGuigan et al. nous est apparu plus facile a mettre en
ceuvre pour nos analogues modifiés, c’est pour cela que nous discuterons plus

particulierement cette stratégie de synthese.

4.2. Les aryloxyphosphoramidates de McGuigan

Cette stratégie prodrogue a été largement appliquée aux dérivés nucléosidiques a
activité antivirale que ce se soit pour I’AZT [251, 252], le d4T [250, 253-256] ou le 3TC
[257] améliorant ainsi de fagon considérable leurs propriétés antivirales sur des lignées
cellulaires déficientes en thymidine kinase (cellules TK'). Il en est de méme pour 1’ Abacavir
pour lequel I’analogue phosphoramidate s’est révélé étre plus actif sur des cellules CEM
infectées par le VIH-1 ou le VIH-2 [258, 259].

Le mécanisme d’activation du phosphoramidate en dérivé monophosphate a fait
I’objet de différentes études. Le mécanisme rendant compte des résultats de ces travaux est

représenté dans le schéma 5.
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Schéma 5: Mécanisme proposé conduisant a la formation du dérivé monophosphate a partir

d’un dérivé aryloxyphosphoramidate.

Il a été proposé que lors de la premiere étape, I’ester méthylique de I’acide aminé soit
clivé par une estérase, libérant ainsi 1’ion carboxylate. Ce résidu carboxylate pourra alors
attaquer le phosphore (V) électrophile. Le groupement phénoxyle est alors expulsé favorisant
le passage par un intermédiaire cyclique instable, qui subit une hydrolyse rapide. La formation
de cet intermédiaire cyclique est proposée mais aucune donnée ne permet jusqu’ici d’affirmer
sa formation. Une hydrolyse de la liaison P-N sous I’effet d’une phosphoramidase ou d’une
phosphatase, libere ensuite le dérivé monophosphate correspondant.

Un autre parametre important a contrdler est la nature de 1’acide aminé a incorporer,
ainsi que la nature du noyau aromatique. En effet il a été observé que lorsque 1’acide aminé
était substitué par une amine quelconque, aucune activité antivirale n’est observée [260]. De
méme la stéréochimie de 1’acide aminé est importante, puisque les dérivés de la série (D) sont
tres peu actifs [261]. D’un autre coté, la nature du noyau aromatique joue aussi un rdle
important. Ainsi la présence en para d’un substituant alkyle, d’un groupement méthoxy ou
d’un atome de fluor sur le noyau aromatique, modifie également les propriétés antivirales.
Dans le cas de I’AZT, par exemple, ces modifications induisent une perte d’efficacité d’un
facteur 20 a 50 par rapport a I’AZT [252].

Ces différents travaux nous ont amené a conclure que les aryloxyphosporamidates les
plus performants, quelle que soit la nature du nucléoside, sont ceux substitués par une (L)-
alanine comme acide aminé et par un noyau phényle en ce qui concerne le noyau aromatique

(figure 16).
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Influence des résidus aryles et de la nature de I’acide aminé sur I’activité antivirale de

I’AZT.
0 o)
\(J\NH \(J\,’K‘
o] N™ "0 o) N” 0
x@o—#}—o—l o Qfo—'ﬁl—oj o
YNH - NH

CO,Me Na

X: OMe, F, Chaine alkyle ___, Perte d'activité.

X:H —» Cellule MTy: CEs 3-4 fois supérieur a I'AZT
Cellule CEM: 20 fois inférieur 4 I'AZT.

CO,Me

Activité sur cellules CEM/ TK™ infectées
par HIV-2.

Influence des résidus aryles et de la nature de I’acide aminé sur ’activité antivirale

du d4T [254, 255].

0] O
e e
X C\>—o\ /p N~ ~O PhQ J N~ ~O
— P-0 P-0
HN (@) NH (0]
— MeO,C —

M902C

X: Cl, CO,Me CE50 14 fois superieur a X: H
et 100 fois superieur a d4T.

d4T inactif sur CEM/TK"
PheAla-d4T 330 fois plus actif que d4T

(CEM, CEM/TK", HIV-1 et HIV-2)

Figure 16: Exemples d’aryloxyphosphoramidates de I’AZT et du d4T substitués par la (L)-

alanine ou la (L)-phénylalanine et leurs activités antivirales.

Nous avons donc cherché a exploiter cette stratégie, en synthétisant nos analogues
modifiés en position 8 (Br, OMe, thiényle, éthyle, vinyle) sous la forme phosphoramidate, en
gardant comme acide aminé la (L)- alanine et le phényle comme noyau aromatique.

Il a également été observé qu’un dérivé de I’AZT pour lequel la (L)-alanine a été
remplacée par (L)-phénylalanine, présentait une activité antivirale sur des cellules CEM/TK"
infectées par le virus de VIH-2. Il était donc intéressant d’étudier aussi I’effet d’une telle
modification sur nos dérivés. Pour cela deux séries de phosphoramidates ont été envisagées,

une premiere, substituée par la (L)-alanine, la deuxieme par la (L)-phénylalanine (figure 17).
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R: Br, OMe, Thiényle, Vinyle, Ethyle
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Figure 17 : Structure générale des phényloxyphosphoramidates envisagés.

4.2.1. La méthode de McGuigan

La littérature offre plusieurs méthodologies de syntheése permettant d’atteindre les
dérivés phosphoramidates. Développée par McGuigan, la premiere voie de synthese repose
sur la préparation du dérivé phénylméthoxy-(L)-alaninyl phosphochloridate qui pourra alors
réagir dans du THF avec ’alcool libre en 5’ de I’analogue nucléosidique voulu (ex : AZT

dans le schéma 6), en présence d’une base telle que la N-méthylimidazole (NMI), ou la N-

méthylmorpholine.
/ VR0 R ] 9 NEw cHan T0C
P H  0Cvers25°C R I t3, CHyCly,
CI” & QO _— X o g CI
cl
1
COzMe W Cone
N 0
/’j‘\i’ \kaH
N0 BN A
HO m N0
THF, NMI ou N-Méthylmorpholine ”
W(o 25°C

A
Nj N
K COgMe 8 /

Schéma 6: Schéma de syntheése de I’analogue aryloxyphosphoramidate de I’AZT.

La méthode de McGuigan présente néanmoins un certain nombre de difficultés. Elle
requiert tout d’abord la formation du dérivé phénylméthoxy-(L)-alaninyl phosphochloridate,
avec ’ensemble des réactions secondaires que cela implique. Par exemple la condensation de
I’amine sur le dérivé dichlorophosphate peut conduire au produit de double substitution
d’autant plus que cette dernicre est utilisée en exces. Les étapes de purification peuvent des

lors s’avérer longues et difficiles.
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Il est également a noter que la derniere étape visant a obtenir le dérivé
aryloxyphosphoramidate a lieu a température ambiante (25°C). Dans le cas d’analogues de la
thymidine (AZT, d4T) ou de la cytosine (3TC) cela ne pose pas de problemes majeurs, mais il
a été observé pour ’acyclovir qu’une protection de la fonction amine exocyclique de la
guanine est nécessaire [262]. Le groupement protecteur utilisé a cet effet, le N,N’-
diméthyformamidine a été par la suite déprotégé sous reflux de propanol (45% de rendement).

Cette voie de syntheése nous est apparue des lors assez contraignante par le nombre
d’étapes nécessaires (synthese de 1’analogue phosphorochloridate, protection de la base,
phosphorylation, déprotection finale de la base). En outre, les conditions requises pour la
deprotection du groupe protecteur de la base devront étre compatibles avec la présence de

I’ester méthylique. Nous avons donc cherché une voie d’accés mieux adaptée a nos

molécules.

4.2.2. Synthése optimisée, cas du NB1011

La méthode de McGuigan a été améliorée par Lehsten et al. dans le cadre de la
syntheése a grande échelle de I’analogue phosphoramidate du NB1011 [263] (schéma 7). Le
NB1011 ou (E)-5-(2-bromovinyl)-2’-désoxy-5’-phényl-(L-méthoxyalaninyl)-phosphate-

uridine est actuellement développé comme anticancéreux en phase clinique I/II.

4 i
Br\/\f‘\NH \/\KL
N" O CH,Cl,, 0°C
HO.
o PhO- P o—|
OH COgMe

0 o)
£-Cl NHCH(CHyCOMe o [.Cl

Ph
h O 'NH
o« NMI, CH,Cl, )\
-10°C, 0°C CO.Me

Schéma 7: Stratégie employée a la synthése du phosphoramidate du NB1011.

Selon cette voie de synthese, le phénylphosphochloridate commercial, est mis a réagir
dans un premier temps avec I’ester méthylique de la (L)-alanine entre -10 et 0°C en présence
de NMI dans le CH,Cl, pendant une heure avant de rajouter le nucléoside. Les steechiométries

optimales de chaque réactif utilisé lors de la premiere étape ont été établies pour assurer la
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formation exclusive du produit monosubstitué. Il est a noter que le choix de la NMI est
important. Son rdle dans la réaction est double; elle intervient comme base pour neutraliser
I’exces d’HCI libéré, mais également pour former un intermédiaire plus réactif sous la forme

d’un imidazolium.

4.2.3. Méthode d’Uchiyama

La méthode d’Uchiyama [264] a été développée pour la synthese du phosphoramidate
de I’ Abacavir, notamment en raison de sa faible solubilité dans les solvants organiques. Selon
cette méthode, une phosphorylation sélective de ’hydroxyle en 5’ a lieu sans avoir a protéger
I’amine exocyclique de la base (schéma 8). L’utilisation d’une base forte telle que du
BuMgBr favorise préférentiellement la formation de ’espece O-activée assurant une O-

phosphorylation sélective.

/ HN/A HN/A\

</N| NH </N| NH

A P 0 AL

N~ NH
HO fBuMgBr, THF, 25°C P-0 2
HN
O“IID:E'J\ )~
OH

CO.Me MeO,C

N J y,

Schéma 8: Syntheése de 1’analogue phosphoramidate de 1’Abacavir en suivant la méthode

d’Uchiyama.

Cependant cette voie de syntheése demande des temps de réaction tres longs (> 70
heures) et n’a été appliquée que sur un exemple.

Apres cette présentation des différentes voies décrites pour la préparation des dérivés
aryloxyphosphoramidates de type McGuigan, il était important de noter que 1’ensemble des
exemples de la littérature dérive de la T ou de la C (exception faite de I’ Abacavir). Qu’en est-
il des dérivés de la A ou de la dA ? La méme réactivité sera-t-elle observée ? Faudra-t-il
protéger la base ? Faudra t-il protéger I’hydroxyle en 3’ du désoxyribose ? Autant de
questions auxquelles nous avons voulu répondre en préparant les analogues modifiés de la dA

en position 8.
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4.3. Application aux dérivés de la dA modifiés en position 8

La méthode de synthese décrite par Lehsten a été appliquée aux nucléosides modifiés
en position 8. Nous avons également choisi d’introduire comme acide aminé la (L)-alanine et
la (L)-phénylalanine afin d’étudier I’influence de la nature de 1’acide aminé sur 1’activité

antivirale de nos composés.

4.3.1 Etude de la séquence réactionnelle par RMN du Phosphore *'P

Une étude préliminaire par RMN du Phosphore 1P a été entreprise sur la dA pour
mettre au point les conditions de synthése mais également pour suivre les différentes especes
qui se forment (schéma 9). Ainsi la premiere étape de synthese au cours de laquelle I’acide
aminé réagit avec le phényl-dichlorophosphate, a été suivie par RMN du phosphore (*'P,
CD,Cl,). La disparition totale du pic caractéristique du réactif phényl-dichlorophosphate (4,3
ppm) a pu étre visualisée au bout d’une heure, au profit de plusieurs signaux (9,3 ; -7,5; et -
16 ppm). Le signal & 9,3ppm apparait sous la forme d’un singulet en p découplé du proton,
et sous la forme d’un triplet en p couplé (figure 18A). D’autres especes sont également
observées dans le milieu réactionnel, mais une extraction en fin de synthese suffira a les
éliminer. L espece activée ainsi formée est alors ajoutée a la dA a 0°C et la réaction peut alors
évoluer pendant 4h. Apres extraction, le brut de réaction est analysé par RMN du phosphore
('P, CD:Cl). Deux singulets, caractéristiques de la présence des deux diastéréoisomeres,
sont observés vers 4,3 ppm en lp découplé du proton (figure 18B) et deux triplets sont
observés en °'P couplé du proton. Apres purification, le dérivé de la dA a été caractérisé par
RMN du proton. L’analyse des spectres RMN du *'P et 'H aprés purification, indique que

I’amine exocyclique n’a pas été modifiée.
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Figure 18 : A) Spectre RMN lp découplé du proton apres réaction du réactif de McGuigan
avec la (L)-Ala-CO,Me dans CD,Cl, ;B) Spectre RMN *'P découplé du proton apres réaction

avec la dA puis extraction.

p

0 0 . . N
Ph ||:',/ Cl NH,CH(CH3)CO,;Me Ph I‘-": | Désoxyadénosine 1
Nogiae! “0” "NH . PhO-P-0 o)
NMI, CH,Cl, 0°C NH
-10°C, 0°C CO.Me 2% \/ vl
COsMe
% 4,3 ppm 6=9,12 ppm 6=4,3 ppm /

; c L 31 .y N ‘
Schéma 9: Déplacement chimiques en RMN P des différentes especes formées au cours de
réaction.

4.3.2. Synthése des analogues phosphoramidate de la dA

La méthode ayant ét€ validée sur la dA, nous avons cherché a transposer ces

conditions de synthese & la préparation des analogues modifiés de la dA. Les résultats obtenus

sont donnés dans le schéma 10.
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/ NH, N"N
/NfN 1-PhOP(0)Cl /NfN
= 2
R_<N | ) (L)-NH,CHR'CO,Me.HCI PhO O R_<N | >
HO N NMI, CH,Cl, R.  P-O N
o s NNiH o
67-81% MeO,C

OH OH

1: R=Br
9: R= Thiényle
18: R= OMe

17: R= Vinyle
KZI: R=Ethyle /

Schéma 10: Schéma de syntheése pour la préparation des analogues phosphoramidates des

dérivés de la dA.

Composé R R’ Rendement
23 Br CH; 81
27 Br CH,Ph 79
24 OMe CH; 69
28 OMe CH,Ph 67
25 Thiényle CH; 71
29 Thiényle CH,Ph 75
26 Ethyle CH; 70

Tableau I: Récapitulatif des rendements de synthese obtenus.

Nous avons donc entrepris de préparer dans un premier temps les dérivés
phosphoramidates modifiés en position 8 de la base par un groupement Br, OMe, éthyle et
thiényle, sans aucune protection des fonctions amine en N6 ou de I’alcool en 3’. La réaction
s’est déroulée dans de bonnes conditions, pour les modifications Br, OMe, thiényle et éthyle
avec des rendements de réaction satisfaisants apres purification. Quel que soit le dérivé
phényloxyphosphoramidate synthétisé, aucune protection de 1’amine exocyclique n’a été
nécessaire puisque 1’analyse par RMN 'H a permis de visualiser la présence des protons
caractéristiques de I’amine en N6.

L’ensemble des analogues de cette série (Br, OMe, thiényle, éthyle) a été synthétisé
soit avec la (L)-alanine soit la (L)-Phénylalanine (Br, OMe, thiényle). Les composés ainsi
obtenus ont été caractérisés par RMN 'H et un pic caractéristique en RMN 3P a été observé
aux environs de 4ppm. Les composés ont également été caractérisés par RMN BC et SM
(ESI).

En cherchant a adapter cette méthode de syntheése a la préparation de 1’analogue

phosphoramidate de la 8vdA, nous avons été tres vite confronté a la treés faible solubilité du
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nucléoside nu. Nous avons donc cherché a contourner ce probleme en protégeant 1’hydroxyle
en 3’ du désoxyribose par un groupement acétate. Son élimination pourra d’ailleurs avoir lieu
en fin de réaction par une étape de transtérification dans des conditions douces (un mélange
K;CO3/MeOH) qui ne devraient pas affecter le groupement ester du phosphoramidate.
Malheureusement, en appliquant ces conditions, nous observons la formation d’une multitude

de produits et nous n’avons pas pu isoler le produit attendu.

V. Evaluation de I’activité antivirale des nucléosides nus et de
leurs homologues phosphoramidates

5.1. Principe du test biologique

Les propriétés antivirales de I’ensemble des composés décrits au cours de ce chapitre
ont été évaluées sur des lignées cellulaires infectées par le virus du VIH-1 en collaboration
avec I’équipe du Dr A. M. Aubertin (Institut de virologie de la faculté de médecine, unité
INSERM 544, Strasbourg).

Une substance antivirale doit, par définition, inhiber la réplication du virus et posséder
la plus faible toxicité possible. Trois parametres sont utilisés pour évaluer 1’activité antivirale
et la toxicité d’une drogue :

1)- L’ICsp (concentration inhibitrice) : ¢’est la concentration pour laquelle la quantité de virus
produite est diminuée de moitié. Cette valeur doit &tre la plus faible possible.

2)- La CCsq (concentration cytotoxique) : c’est la concentration qui réduit de 50% la viabilité
des cellules non infectées. Sa valeur doit demeurer la plus élevée possible.

3)- Le SI (index de sélectivité) : c’est le rapport CCsy/ICso. Cette valeur, sans unité, représente
I’indice thérapeutique qui doit étre le plus élevé possible et qui rend compte in vitro, de
I’efficacité d’une drogue. Cet index souvent utilisé pour comparer 1’activité des drogues entre
elles, doit cependant étre manipulé avec précaution, car il dépend des conditions
expérimentales dans lesquelles il est mesuré (type de cellules, souche de virus...).

Deux lignées cellulaires ont été évaluées. La premiere lignée, CEM-SS, permet de
déterminer I’activité de la RT en présence de I’inhibiteur. En effet la multiplication du VIH-1
(Souche LAI) dans les cellules CEM-SS est évaluée apres 5 jours de culture, par dosage de
Pactivité de la RT qui traduit la présence de particules virales dans le surnageant de culture.
Les composés a tester seront rajoutés apres addition du virus dans le milieu de culture.

La viabilité des cellules est mesurée par une réaction colorimétrique, basée sur la

N

capacité des cellules vivantes a réduire le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphényl-tétrazolium en formazan sous 1’effet des déshydrogénases mitochondriales (schéma

11).
/@ HN
/N ~N y N
_ l{l Désydrogénases mitochondriales
N ’@YN /[\j
Br s/ N
© >: N
S .~
K Tétrazolium Formazay

Schéma 11: Formation du Formazan sous ’effet des déshydrogénases mitochondriales.

La quantité de formazan produite sera directement proportionnelle a la quantité de
cellules vivantes. L’effet toxique des composés est également évalué selon le méme principe
sur des cellules CEM-SS non infectées et mesuré apres 5 jours d’incubation.

Les nucléosides modifiés sont mis en solution dans le DMSO, avec une concentration

en solvant toujours inférieure ou égale a 1% dans le milieu de culture. La production de virus
dans les cultures de cellules incubées en présence des différentes concentrations de composé
est évaluée, par rapport a des cultures cellulaires additionnées de DMSO seul.
Le surnageant du milieu de culture qui contient les particules virales est récupéré, et la
quantité de RT est dosée apres perméabilisation des virions par un détergent. Une matrice et
une amorce (poly A/oligo-dT) et du dTTP tritié sont ajoutés au milieu et utilisés par la RT
pour I’élongation de I’oligo-dT. Au bout d’un certain temps, la synthese d’ADN est stoppée et
I’ADN néosynthétisé radioactif, est précipité en présence de TCA. La quantité d’ADN
produite sera directement proportionnelle a la quantité de RT.

La deuxiéme lignée cellulaire sur laquelle les nucléosides modifiés ont été testés est la
lignée MT4. L’effet cytopathogene induit par le virus permet de suivre la multiplication du
VIH-1 (souche HTLV-IIIB) dans les cellules MT4. Les cellules sont infectées avec une dose
de VIH-1 produisant apres 5 jours de culture, une diminution de 90% du nombre de cellules
vivantes. Les nucléosides modifiés sont ajoutés a différentes concentrations apres adsorption
du virus dans le milieu de culture. La viabilit¢ des cellules est mesurée par réaction

colorimétrique.
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5.2. Résultats obtenus

Les analogues de nucléosides 1, 9, 17, 18 et 21 et leur analogues phosphoramidates
23,24, 25,27, 28, 29 ont été testés pour leur capacité a inhiber la réplication virale du VIH-1
LAI dans des cellules CEM-SS et du VIH-1 IIIB dans des cellules MT4. Leur cytotoxicité a
également €té évaluée.

Les résultats obtenus sur cellules CEM-SS sont répertoriés dans le tableau 2 qui suit.

ICsy (M) CCsy (M) S1
8-bromo-dA (1) >1.10" > 1.10"
8-thiényl-dA (9) >1.10" >1.10*
8-vinyl-dA (17) >1.10* >1.10"*
8-méthoxy-dA (18) >1.10* >1.10*
8-éthyl-dA (21) >1.10* >1.10*
8-Br-Ala-dA (23) 2,7.10° 7,3.107 2,7
8-Br-Phe-dA (27) >1,8.107 9,5.10°7 5.3
8-OMe-Ala-dA (24) 3,3.10° >1.10* 3
8-OMe-Phe-dA (28) >1.10° >1.10° -
8-Thiényl-Ala-dA (25) 2,5.10° 3,7.10° L5
8-Thiényl-Phe-dA (29) >1.10° >1.10° -
AZT 2,8. 107

Tableau 2: Valeurs d’1Csj, de CCsg et de SI obtenus pour les nucléosides nus et les analogues
phosphoramidates sur cellules CEM-SS.

Les résultats obtenus sur cellules MT4 sont répertoriés dans le tableau 3 qui suit.

ICsy (M) CCsy (M)
8-bromo-dA (1) > CC 50 4,7.10°
8-thiényl-dA (9) > CC 50 >1.10*
8-vinyl-dA (17) > CC 50 7,1.107

8-méthoxy-dA (18) >CC 50 9.10°
8-éthyl-dA (21) > CC 50 >1.10*
8-Br-Ala-dA (23) >CC 50 2,5.10°
8-Br-Phe-dA (27) >CC 50 3,7.107°
8-OMe-Ala-dA (24) > CC 50 4.8.10°
8-OMe-Phe-dA (28) >CC 50 7,8.10°°
8-Thiényl-Ala-dA (25) > CC 50 2,4.10°
8-Thiényl-Phe-dA (29) >CC 50 8,3.10°

AZT 1,1.10°®
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Tableau 3: Valeurs d’ICsy et de CCsp obtenues pour les nucléosides nus et les analogues

phosphoramidates sur cellules MT4.

Les valeurs des ICsy et de CCsp obtenus pour les nucléosides nus n’ont pu é&tre
obtenues avec précision et sont supérieures a 10*M, alors que celles correspondantes aux
phényloxyphosphoramidates varient aux alentours de 10°M. Quant au SI, les valeurs n’ont
pas pu étre calculées pour I’ensemble des phosphoramidates, mais elles restent assez faibles.
L’ensemble de ces données reste cependant nettement en retrait a celles obtenues pour la

molécule de référence, I’AZT.

5.3. Discussion

Les résultats obtenus que ce soit pour les nucléosides nus ou les analogues
phosphoramidates indiquent que ces composés sont peu ou pas actifs en culture cellulaire. En
effet aucune modification de 1’activité de la RT n’a été observée que ce soit en présence ou en
absence des nucléosides modifiés, mais également pour de faibles concentrations de
nucléosides. Ils ont également montré une toxicité importante (de 1’ordre de 70%) vis-a-vis
des cellules non infectées. Une 1égere amélioration, d’un facteur 10, est observée pour les
dérivés phosphoramidates, mais elle s’accompagne d’une augmentation de la toxicité.

Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer 1’absence d’inhibition de la
réplication virale par ces analogues nucléosidiques. La premicre question qui nous vient a
Iesprit est de savoir si la totalité du produit a tester a réellement atteint sa cible, ce qui
suppose que toutes les étapes de phosphorylation aient bien eu lieu. Les analogues
phosphoramidates nous permettent, par hypothese, de s’affranchir de la premicre étape de
phosphorylation, qui dans certains cas peut étre I’étape limitante. Une 1égere amélioration a
d’ailleurs été observée, mais encore insuffisante. D’autant plus qu’on n’évite pas les
problémes de toxicité. Encore une fois cela nous ramene a nous demander si toutes les étapes
d’activation en monophosphate ont bien eu lieu et si 1’étape permettant d’accéder au dérivé
diphosphate n’était pas dans ce cas la, I’étape limitante. L’ensemble des nucléosides nus
n’ayant montré aucune activité antivirale on peut se demander s’ils sont substrats de la RT et
s’ils n’agiraient pas sur d’autres polymérases cellulaires en raison de leurs grandes

homologies structurales.
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VI. Conclusion

Des études modeles menées avec des « amorces » et des « matrices » modifiées par les
analogues 8vdA et 8edA, nous ont permis de mettre en évidence que ces analogues étaient
capables d’inhiber la synthése des deux brins d’ADN selon un mécanisme d’inhibition
différent des terminateurs d’élongation de chaine. Les résultats obtenus sur la synthése du brin
d’ADN (-) sont en accord avec les hypotheéses formulées au départ. Les résultats obtenus sur
la synthése d’ADN ADN dépendante lorsque les modifications sont présentes dans la matrice
n’avaient pas été prévus mais peuvent étre expliqués a partir des informations structurales de
I’enzyme cristallisée. Suite a ces premiers résultats encourageants, nous avons été amenés a
préparer la 8vdA et la 8edA sous la forme de nucléoside « nu », mais également sous la forme
de prodrogue de type McGuigan. Nous avons aussi élargi notre démarche a la préparation
d’autres analogues de la dA. Nous souhaitions ainsi mener des études de relation structure-
activité sur une gamme plus large de molécules. Ces composés ont été testés ex vivo sur des
cultures cellulaires infectées par le virus du VIH-1. Toutefois la 8vdA et la 8edA qui se sont
montrés actifs in vitro dans les études modeles se sont montrés dépourvues d’activité lors des
tests en culture cellulaire. Les mémes observations s’appliquent aux autres analogues
nucléosidiques nus. Pour les cas les plus favorables, une activité inhibitrice modeste de la
réplication virale a pu étre mesurée avec certaines prodrogues de type McGuigan (ICso = 1.10°
M) toutefois accompagnée d’une cytotoxicité du méme ordre de grandeur. Il nous a des lors
paru important de synthétiser ces analogues modifiés sous leur forme triphosphorylée afin de
pouvoir les tester sur la RT mais aussi sur d’autres polymérases cellulaires. Dans ces études,
nous souhaitons vérifier si oui ou non ces analogues sont capables d’inhiber la synthese
d’ADN proviral selon le mécanisme mis en évidence dans les études modeles. Nous
chercherons aussi a savoir si ces analogues sont capables d’inhiber la production d’ADN
catalysée par les polymérases cellulaires. En effet, une meilleure connaissance de I’efficacité
d’incorporation et du pouvoir d’inhibition de ces analogues devra nous guider dans la

conception de molécules plus spécifiques de la RT.
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Les indications générales pour la partie « matériels et méthodes » ont été données dans la

partie expérimentale du chapitre I1.

Synthese du synthon phosphoramidite de la 8-éthyl-2’-désoxyadénosine

8-Ethyl-5’-O-DMTr-2’-désoxyadénosine (13)

NH,
N S
N
A B
NTON
DMTrO
@]
OH
C33H35N505
Masse exacte: 581,26

La 8-Vinyl-5’-O-DMTr-2’-désoxyadénosine (3; 150mg; 0,258mmol) est dissoute dans
un mélange d’AcOEt et de CH,Cl, dans un schlenk a température ambiante. Le catalyseur
Pd/C est alors rajouté sous atmosphere d’Argon. Le mélange réactionnel est dégazé trois fois
par un vide-hydrogéne successif avant de laisser la réaction évoluée sous pression
d’hydrogeéne pendant 4 heures. L’avancement de la réaction est contrdlé par chromatographie
sur silice en phase inverse dans un mélange CH3;CN/H,0 (80:20). La réaction est arrétée au
bout de 4h, en dégazant a nouveau par un vide-argon trois fois successif. Le mélange
réactionnel est dans de AcOEt et la phase organique est lavée a I’eau (10mL), une solution
aqueuse saturée d’NaHCO; et de la saumure, avant d’étre séchée sur Na,SOy, filtrée et
évaporée. Le produit (I13) est obtenu avec un rendement de réaction de 94% (141mg;

0,242mmol) sans étapes de purification supplémentaires.

RMN 'H (CDCL;, 300MHz): 7,97 (1H, s, H2); 7,28-7,02 (9H, m, DMTY); 6,66-6,62 (4H, m,
DMTr); 6,2 (1H, dd, J;=l,= 6,82Hz, H1’); 5,73 (2H, s, NH,); 4,83-4,78 (1H, m, H3"); 4,05-
3,9 (1H, m, H4’); 3,65 (6H, s, CH30); 3,49-3,40 (1H, m, H2"); 3,34-3,24 (2H, m, HS’); 2,86-
2,79 (2H, q, J=7,5Hz, CH,); 2,24-2,15 (1H, m, H2"); 1,30~ 1,25 (3H, t, J=7,5Hz, CH; Ethyle).

RMN B¢ (CDCls, 75,4MHz): 158,3 (Crv DMTr); 154,6 (C4); 154,3 (C2); 151,7 (C8); 150,7
(C6); 144,7 (Crv DMTr); 135,9 (Crv DMTr); 129- 126,7 (CH DMTr + C5); 112,9 (CH
DMTr); 85,7 (C3’); 84 (C1°); 72,6 (C4’); 63,7 (C57); 55,1 (CH30) ; 37,1 (C2’); 21,7 (CHy);
11,8 (CHs).

129



Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

ESI SM positif (m/z): 581,7 [M].

8-Ethyl-5’-DMTr-N6-diméthylformamidine-2’-désoxyadénosine (14)

NCHNMe,

e,

DMTrO N
0]

OH

C36H4oNgOs
Exact Mass: 636,31

Le composé (13 ; 100mg; 0,172mmol) est dissous dans la DMF (570uL) et la N,N’-
diméthylformamide diméthylacétale (114,2uL; 0,86mmol) est ajouté sous atmosphere
d’argon, agitation constante et température ambiante. L’avancement de la réaction est controlé
par CCM dans un mélange CH,Cl,/ MeOH (95:5). La réaction est arrétée au bout de 4 heures
en rajoutant de I’AcOEt. La phase organique est alors lavée avec de I’H,O et de la saumure,
avant d’étre séchée sur NaySOy, filtrée et évaporée. Le produit (I4) est obtenu avec un

rendement quantitatif (110mg; 0,172mmol), sans étape de purification supplémentaire.

RMN 'H (CDCl;, 300MHz): 8,84 (1H, s, NCH); 8,27 (1H, s, H2); 7,40- 7,19 (10H, m,
DMTTr); 6,78-6,74 (4H, m, DMTr); 6,3 (1H, dd, J;=J,= 6,87Hz, H1’); 4,92-4,90 (1H, m, H3’);
4,07-4,03 (1H, m, H4’); 3,7 (6H, s, CH;0); 3,58-3,48 (1H, m, H2’); 3,43-3,41 (2H, m, H5");
3,24 (3H, s, CH3N); 3,17 (3H, s, CH3N); 2,98 (2H, q, J=7,5Hz, CH,); 2,34-2,26 (1H, m, H2’);
1,63 (3H, t, J=7,5Hz, CHs).

RMN “C (CDCIs, 75,4MHz): 158,4 (NCH); 157,7 (C4); 151,3 (C2); 144,7 (C8); 135,9 (C6);
130-126,7 (CH DMTr + C5); 113 (CH DMTr); 85,5 (C1°); 83,8 (C3’); 73,1 (C4’); 63,8 (C5’);
55,2 (OCH3); 41,2 (NCHa); 37,2 (C2°); 35,1 (NCH3); 21,8 (CHy); 12,1 (CHa).

ESI SM positif (m/z): 636,9 [M] et 658,9 [M+Na'].
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8-Ethyl-5’-O-DMTr-N6-diméthylformamidine-3’-phosphoramidite-2’-dA (15)

NCHNMe,
N B
N
(¢ f)
N™ >N

DMTrO
o

Q
)\ /P\
)N\ O(CH,),CN

C4sH57NgOP
Exact Mass: 836,41

Le composé (I14) (3129mg; 0,491mmol) est mis en solution dans du CH,Cl,
(1,6mL) auquel est rajouté la DIPEA (342,1uL; 1,964mmol). Le -chloro-cyanoethyl-
N,N’diisopropyl-phosphoramidite (164,2uL; 0,736mmol) est rajouté au milieu réactionnel,
sous atmosphere d’argon et sous agitation constante. L.’avancement de la réaction est suivi sur
CCM dans un mélange cyclohexane/acétone /NEt; (50: 50: 1%). Au bout de 2h30, I’alcool de
départ totalement consommé, la réaction est arrétée en rajoutant du MeOH. Le mélange
réactionnel est repris dans du CH,Cl, et la phase organique est lavée avec H,O (20 mL), une
solution aqueuse d’NaHCOj3 (2 * 20mL), et de la saumure (20 mL), avant d’étre séchée sur
Na,SOy, filtrée et évaporée. Une huile jaune est obtenue aprés évaporation; elle sera purifiée
sur gel de silice conditionné avec un mélange cyclohexane/ acétone/ NEt; (50:50:1%). Le
phosphoramidite obtenu est solubilisé dans du toluéne a température ambiante et rajouté
goutte a goutte a une solution d'Hexane (20 volumes) refroidit a -20°C. Le produit (15) est

obtenu sous la forme d’un solide amorphe avec un rendement de 70%.

RMN 'H (CD,CL, 200MHz): 891 (1H, s, NCH); 827 (1H, s, H2); 7,44-7.23 (11H, m,
DMTY); 6,82-6,76 (4H, m, DMTr); 6,37 (1H, dd, J;=4,3Hz et J,= 6,7Hz, HI"); 5,06-4,99 (1H,
m, H3’); 4,28-4,26 (1H, m, H4); 3,80 (6H, s, CH30); 3,77-3,59 (5H, m, CH,/O, H2’ et H5’);
3,44-3,36 (2H, m, CH,/CN) 3,25 (3H, s, CH3N); 3,21 (3H, s, CH3N); 3,05 (2H, q, J=7,3Hz,
CH,); 2,70-2,65 (1H, t, CH); 2,58-2,52 (1H, t, CH); 2,49-2,37 (1H, m, H2’); 1,47 (3H, t,
J=7,5Hz, CH3); 1,32-1,16 (12H, t, CHj).

RMN *'P (CD,CL, 200MHz): 149,1 et 148,9 (présence de deux diastéréoisoméres).

ESI SM positif (m/z): 836,9 [M]; 859,8 [M+Na']; 1672,8 [2M].
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Synthese des oligonucléotides marqués pas la 8edA

Les oligonucléotides modifiés par la 8vdA et la 8edA ont été synthétisés en
collaboration avec 1’équipe du Dr. R. Marquet (UPR 9002 du CNRS) selon le protocole décrit
dans la publication jointe au chapitre II [221].

La synthese des 18, 19 et 31-mers a été effectuée sur un synthétiseur Applied
Biosystem 392 en utilisant la chimie des phosphoramidites a 1’échelle de la pmol. Chaque
séquence est synthétisée 2 fois, soit 6 séquences au total. La séquence 18-mers est effectuée
sur un support universel [265] alors que la séquence de 19-mers est effectuée sur un support
CPG-dC. Les synthons phosphoramidites des nucléosides naturels ont été achetés aupres
d’Eurogentec Glen Research. 20 équivalents de chaque phosphoramidite ont été utilisés. Une
solution a 0,1M de phosphoramidite dans CH3CN (DNA quality (Fluka)) est préparée dans les
fioles compatibles avec le synthétiseur et gardée sous atmosphere inerte. Les conditions
opératoires suivies lors de la synthése automatisée sur support solide sont répertoriées dans le

tableau 1.

Etape 1. Déprotection du groupement DMTr : DCA 3%/ CH,Cl,

Etape 2. Activation : 4,5-dicyanoimidazole

Etape 3. Coiffage : Anhydride phénoxyacétique

Etape 4. Oxydation : Solution 1M de butanone peroxyde dans CH>Cl,.

Tableau I : Conditions réactionnelles utilisées lors de la synthese en phase solide.

L’oligonucléotide est clivé du support solide a ’aide d’une solution 2M d’ammoniac
dans du MeOH anhydre pendant 30 min. La solution est filtrée avec un volume identique
d’H,O et évaporée au speed vacuum. A nouveau un volume d’ammoniac est ajouté et la
réaction peut évoluer jusqu’a deprotection totale. La synthése du 31-mers a suivie le méme
protocole que le 19-mers.

Avant analyse par SM, les échantillons ont été conditionnés comme décrit précédemment
[221].

Les séquences synthétisées ont été caractérisées par ESI en mode négatif ou MALDI-Tof en
mode négatif linéaire.

ESI SM négatif : 19-mers (8vdA) calculée : 5783 [M]; trouvé 5783 [M-H].
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MALDI-Tof SM négatif: 18-mers (8edA) calculée: 5494 [M]; trouvée: 5492 [M-H]. 19-mers
(8edA) calculée: 5785 [M]; trouvée: 5778 [M-H]; 31-mers (8edA) calculée: 9565 [M]; 9636
[M-H] et 4821 [(M-2H)/2].

Elongation des oligonucléotides modifiés par la 8edA en présence des 4 ANTP naturels
(synthese de ’ODN strong stop)

Les gels d’élongation a effet retard ont été effectués sur gel d’acrylamide a 12%, en
présence de 8M d’urée et de TBE (1X) et révélés par autoradiographie et ImagingPlate sur un
Biolmager.

6 réactions ont été effectuées :

1) 18-mers (8edA) en présence de I’ARN Mal (1-311).
2) 18-mers en présence de I’ARN Mal (1-311).

3) 19-mers (8edA) en présence de I’ ARN Mal (1-311).
4) 19-mers en présence de I’ARN Mal (1-311).

5) 18-mers en présence du 31-mers (8edA).

6) 19-mers en présence du 31-mers (8edA).

Protocole général appliqué a I’ensemble des réactions

A) Formation du complexe Amorce/Matrice (30nM, 50ul)

L’amorce sera marquée de fagon radioactive a son extrémité 5’ a 1’aide de y-ATSZP.
Pour cela I’oligomere est mis en solution dans un tampon kinase en présence de la kinase T4,
de y-AT32P (dans de I’eau MilliQ) a 30°C pendant une heure. Dans le cas de I’amorce 18-
mers (8edA) 1,03ul sont prélevés (solution a 0,39pmol.pL'1) et mis en présence de I’ARN
Mal (1-311nt) (solution de 1ug.uL™" ; 0,46uL), d’une solution d’NaCl 1M (0,5uL) et d’"H,O
(1,91uL). L’ensemble est chauffé pendant 2min a 90°C, remis 2min dans la glace, chauffé

20min a 50°C et a nouveau refroidit pendant 30min dans la glace. A la fin de ce traitement,

Sul de tampon HIV 10X ont été ajoutés, ainsi que 40uL d’HO.

B) Les désoxynucléotides (ANTP) naturels (150uM, 150uL)

Une solution des 4 dNTP naturels est préparée en prélevant 2,25uL de dATP (10mM),
2,25uL de dCTP (10mM), 2,25uL. de dTTP (10mM) et 2,25uLL de dGTP (10mM). Du tampon
HIV 10X (15uL) et de I’'H,O (126uL) sont également ajoutés.
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C) Cinétique

Une solution du complexe amorce/matrice (33,3uL) et de la RT (3X) est préparée et
incubée a 37°C. De cette solution sont prélevés 6,6uL que ’on verse dans 13,4uL dans du
bleu de formamide (BF)/ EDTA pour arréter la polymérisation. Ce premier mélange
constituera notre référence. Apres 4min, la solution de dNTP (3X; 33,3uL) est ajoutée au
mélange précédent a 37°C. C’est le début de la rétrotranscription. Des prélevements de 10uL
du mélange réactionnel sont effectués a 15°, 30°, 1min, 3min, 6min, 10min, 20min et 30min et
la réaction de polymérisation est stoppée en rajoutant le mélange BF/EDTA (10uL). Ces
mélanges seront par la suite déposés sur un gel dénaturant de polyacrylamide (polyacrylamide
12%, bis-acrylamide 0,6%, urée 8M). Apres migration, le gel est séché a 80°C sous vide et

révélé par autoradiographie.

Synthese des nucléosides modifiés en position 8

8-vinyl-3’,5’-diacétyl-2’désoxyadénosine (16)

AcO

OAc

C16H19N505
Exact Mass: 361,14

Le composé (6) (1g; 2,42mmol) déposé dans un schlenk est dissout dans la NMP
(8mL) a température ambiante. Le catalyseur Pd(PPhs)s (280mg; 0,242mmol) est alors rajouté
sous atmosphere d’Argon. Le mélange réactionnel est dégazé trois fois en effectuant un vide
argon successif, avant de rajouter le tétravinylétain (881uL; 4,84mmol) sous argon. Le
mélange réactionnel est a nouveau dégazé une derniere fois avant de le garder sous pression
d’argon. Il sera alors chauffé a 110°C pendant une heure. L’évolution de la réaction est
contr6lée par CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5) avant de I’arréter en rajoutant de
I’AcOEt (10mL). La phase organique est lavée avec H,O (15mL) et de la saumure (15mL)
avant d’étre séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est purifié sur gel de

silice conditionné avec du CHCl; et un gradient en MeOH (de 0 a 5%) dans du CHCI; permet

d’obtenir le produit avec un rendement de 71% (620mg; 1,72mmol).
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RMN 'H (CDCl3, 300MHZ): 8,29 (1H, s, H2); 6,94 (1H, dd, J;= 11,1Hz et Jo= 17,2, Hyinyie);
6,44 (2H, dd, J,= 1,2Hz et Jo= 17,2Hz, Hrpans 5 dd, J;= 6,3Hz et J,= 8,1Hz, H1"); 5,89 (2H, s,
NH»); 5,71-5,67 (1H, dd, J;= 1,2Hz et Jo= 11,1Hz, Hci); 5,53-5,49 (1H, m, H3’); 4,40 (2H,
ABX, Jax= 4,3Hz, Jgx= 5,1Hz, Jag= 11,8Hz, H5’); 4,28-4,24 (1H, m, H4’); 3,58-3,49 (1H, m,
H2%); 2,43-2,35 (1H, m, H2"); 2,12 (3H, s, CHz3); 2,06 (3H, s, CH3).

RMN "C (CDCl;, 300MHz): 170,5 (CO); 170,3 (CO); 155,1 (C4); 152,5 (C2); 150,7 (C8);
148,7 (C6); 124,1 (CH vinyle); 123,7 (CH; vinyle); 119,4 (C5); 83,8 (C3’); 82,2 (C1°); 74,5
(C4’); 63,6 (C57); 35,6 (C2°); 20,9 (CH3); 20,7 (CH3).

ESI SM positif (n/z): 362,3 [M+H"] et 384,3 [M+Na*].

8-vinyl-2’-désoxyadénosine (17 )

NH»

N B
e
Ho\d N

(@]
OH

C12H15N503
Exact Mass: 277,12

Le composé (16) (100mg; 0,36mmol) est dissous dans un mélange MeOH/Acétone
(1,2mL) sous agitation et atmosphere d’argon, avant de rajouter une solution aqueuse
d’NH4OH a 28% (12mL). L’évolution de la réaction est controlée par CCM dans un mélange
CH,Cl,/MeOH (90:10). Au bout de 4 heures, le brut réactionnel est évaporé sous le vide de
I’évaporateur rotatif. Le produit a été purifié sur plaque semi-préparative et élué avec un
mélange CH,Clo/ MeOH (90:10). La silice a été lavée avec de la pyridine et le filtrat évaporé

pour fournir un rendement de 77% (77mg; 0,27mmol).

RMN 'H (DMSO-dg, 200MHz): 8,25 (1H, s, H2); 7,15 (1H, dd, J;= 11,1Hz et J,= 17,05Hz,
Hyingie); 6,46 (1H, dd, J,= 6,18Hz et J,= 7.9Hz, H1'); 6,33 (1H, dd, J,= 1,9Hz et J,= 17,05Hz,
Hrrans) ; 5,68 (1H, dd, J;= 1,9Hz et J,= 11,12Hz, Hey); 5,42-5,40 (1H, m, H3); 5, 36 (2H, s,
NH.); 4,48 (1H, m, H4"); 3,9-3,8 (2H, m, H5’); 3,1-2,91 (1H, m, H2"); 2,22-2,12 (1H, m,
H2).
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RMN B¢ (DMSO-ds, 50,3MHz): 157,8 (C4); 155,7 (C8); 152,0 (C2); 147,4 (C6); 124,3 (CH
vinyle); 122,7 (CH; vinyle); 118,7 (C5); 87,8 (C1°); 83,6 (C3’); 70,8 (C4’); 61,8 (C5’); 22,4
(C2).

ESI SM (m/z): Le produit n’étant soluble que dans le DMSO, il ne nous a pas été possible de

le caractériser par spectrométrie de masse.

8-éthyl-5’-DMTr-3’-phénoxyacétyl-2’-désoxyadénosine (19)

NH,
N BN

N

\—</ w
NT SN

DMTrO
(0]
(e}
O)\/O\O

C41H41N507
Exact Mass: 715,30

Le composé (13; 350mg; 0,61mmol) est dissous dans la pyridine (2mL) avant de
rajouter la DMAP (37mg; 0,3mmol) et ’anhydride phénoxyacétique (258mg; 0,90mmol).
L’ensemble est sous agitation et atmosphere d’argon jusqu’a disparition du réactif de départ
(CCM dans un mélange Cyclohexane/acétone (50:50)). Au bout de 2 heures, le mélange
réactionnel est transvasé dans une ampoule a décanter contenant une solution aqueuse saturée
d’NaHCO; (15mL). La phase organique est alors lavée avec de I’'H,O (15mL) et de la
saumure (15mL) avant d’étre séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est
purifié sur gel de silice conditionné avec du cyclohexane et élué avec un gradient d’acétone
(de 0 a2 80%) dans du cyclohexane. Le composé (19) est obtenu avec un rendement de 88%

(384mg; 0,53mmol).

RMN "H (CDCls, 300MHz): 7,98 (1H, s, H2); 7,37-7,15 (9H, m, DMTr); 7,26-7,23 (2H, d, J=
8,30Hz, H aromatique); 6,99-6,94 (1H, t, H aromatique); 6,9-6,87 (2H, d, J=7,95Hz, H
aromatique); 6,74-6,7 (4H, m, DMTr); 6,1 (1H, dd, J;= 6,48Hz et J,= 8Hz, HI’); 5,74-5,72
(3H, m, NH; et H3"); 4,6 (2H, s, CH»); 4,21-4,19 (1H, m, H4’); 3,72 (6H, s, CH30); 3,74-
3,32 (3H, m, H5’ et H2"); 2,84 (2H, q, J= 7,45Hz, CH,); 2,28-2,21( 1H, m, H2’); 1,31 (3H, t,
J=17,46Hz, CH3).
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RMN C (CDCl;, 75,4MHz): 168,2 (CO); 158,4 (Crv DMTr); 157,6 (C4); 154,5 (C8); 151,7
(C2); 150,9 (C6); 144,6 (Crv DMTr); 135,8 (Crv DMTr); 129,9- 26,6 (CH DMTr + CH PAC +
C5); 121,8 (CH DMTr); 114,5 (CH aromatique); 112,9 (CH DMTr); 86,2 (C3’); 83,9 (C1’);
83,5 (C4’); 65,3 (CHy); 63,3 (C5); 55,1 (CH30); 34,4 (C2’); 21,7 (CHy); 11,8 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 715,8 [M]; 737,8 [M+Na']; 753,8 [M+K"].

8-éthyl-3’-phénoxyacétyl-2’-désoxyadénosine (20)

NH,
N B

N

\—</ w
N >N

HOjO&
o)v O\O

C20H23N505
Exact Mass: 413,17

Le composé (19) (130mg; 0,182mmol) est dissous dans une solution de DCA a 3%
dans du CH,ClI, (4,5mL). La réaction instantanée est contrdlée par CCM dans un mélange
cyclohexane/ acétone (50:50). Elle sera arrétée en rajoutant une solution saturée d’NaHCO;
jusqu’a neutralité. Le mélange réactionnel est repris dans CH,Cl, (SmL) et la phase organique
est lavée avec de ’'H,O (SmL) et de la saumure (SmL). Elle sera séchée sur Na,SOy, filtrée et
évaporée. Le brut de réaction est purifié sur gel de silice conditionné avec du cyclohexane et
le produit sera élué avec un gradient d’acétone (de 0 a 80%) dans du cyclohexane. Le

composé (20) est obtenu avec un rendement de 88% (66,3mg; 0,160mmol).

RMN 'H (CDCl3, 300MHz): 8,23 (1H, s, H2); 7,34 (2H, d, J= 7,86Hz, H aromatique); 7,05-
7,0 (1H, t, H aromatique); 6,93 (2H, d, J= 7,88Hz, H aromatique); 6,02 (1H, dd, J;= 5,28Hz et
Jo=10Hz, H1"); 5,83 (2H, s, NHy); 5,70-5,68 (1H, m, H3’); 4,73 (2H, s, CHy); 4,24 (1H, m,
H4’); 3,96- 3,85 (2H, m, H5’); 3,29-3,19 (1H, m, H2); 2,87-2,77 (2H, m, CHp); 2,29-2,23
(1H, m, H2’); 1,37 (3H, t, J=7,5Hz, CH3).

RMN B¢ (CDCls, 75,4MHz): 168,5 (CO); 157,6 (Cpac); 155,1 (C4); 153,3 (C8); 151,7 (C2);
149,7 (C6); 129,6 (CH aromatique); 121,9 (CH aromatique); 119,5 (C5); 114,4 (CH

137



Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

aromatique); 86,9 (C3’); 85,7 (C1°); 77,6 (C4’); 65,2 (CH,); 63,1 (C5°); 36,9 (C2); 21,5
(CHy); 11,9 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 413,7 [M].

8-éthyl-2’-désoxyadénosine (8edA, 21)

C12H17N503
Exact Mass: 279,13

Le composé (20; 50,6mg; 0,122mmol) est dissous dans un mélange MeOH/Acétone
(ImL) (50:50) sous atmosphere d’ Argon et une solution d’NH4OH a 28% (4mL) est rajoutée.
La réaction est maintenue sous agitation pendant une nuit. Le mélange réactionnel est alors
évaporé a sec et repris dans du CH,Cl, et purifié sur plaque semi-préparative dans un mélange
CH,CIo/MeOH (90:10). La silice est lavée avec de la pyridine et le filtrat évaporé. La 8edA

est obtenu avec un rendement de 75% (25,5mg; 0,1mmol).

RMN 'H (MeOD, 200MHz): 8,15 (1H, s, H2); 6,42 (1H, dd, J,= 5,7Hz et J= 9,3Hz, H1");
4,68-4,65 (1H, m, H3’); 4,14-4,13 (1H, m, H4’); 3,96-3,73 (2H, ABX, Jax= 2,4Hz, Jgx=
2,6Hz, Jap= 12,6Hz, HS’); 3,14-3,0 (1H, m, H2); 2,91 (2H, q, J=7,4Hz, CH,); 2,19-2,08( 1H,
m, H2); 1,32- 1,25 (3H, t, J=7,5Hz, CH3).

RMN "C (MeOD, 200MHz): 158,7 (C4) ; 154,6 (C8); 151,5 (C2); 144,7 (C6); 110,7 (C5);
86,8 (C4°) ; 86,1 (C1°) ;76,2 (C3’); 63,0 (C5°); 36,4 (C2’); 21,08 (CH») ; 10,8 (CHa).

ESI SM positif (m/z): 280 [M+H"]; 302 [M+Na'] (M"); 325,1 [M’+ Na']; 361 [M’+K"].
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8-méthoxy-2’-désoxyadénosine (18) [235]

NH,

MeO—<N |N/)

HO.
@)
OH

C11H15N504
Exact Mass: 281,11

Le composé 8-bromo-2’-désoxyadénosine (100mg; 0,3mmol) est dissous dans du
MeOH anhydre (1mL) sous pression d’Argon et température ambiante. Le méthanolate de
sodium (360uL; 1,6mmol) est ajouté goutte a goutte a la solution précédente avant de
chauffer I’ensemble & 60°C pendant une heure. L’évolution de la réaction est contrdlé sur
CCM dans un mélange CH,Cl,/ MeOH (95:5). La réaction est arrétée au bout d’une heure et
le pH est ramené a neutralité en rajoutant quelques gouttes d’une solution d’HCI a 1M. Le
produit (I18) est obtenu avec un rendement de 55% (46,4mg; 0,16mmol) apres évaporation

sous le vide de I’évaporateur rotatif.

RMN'H (D,0, 200MHz): 7,90 (1H, s, H2); 6,21 (1H, dd, J,=J,=7,3Hz, H1’); 4,52- 4,47 (1H,
m, H3’); 4,03 (3H, s, CH30); 4,01-3,97 (1H, m, H4’); 3,68 (2H, ABX, Jax= 3,2Hz, Jgx=
4,4Hz, Jag= 12,6Hz, H5’); 2,86-2,72 (1H, m, H2’); 2,28-2,17 (1H, m, H2’).

RMN "C (D,0, 50,3MHz): 158,7 (C4); 155,2 (C8); 150,6 (C2); 148,1 (C6); 114,7 (C5);
87,52 (C17); 83,5 (C3’); 71,9 (C4’); 62,4 (C5’); 58,1 (CH3); 37,6 (C2’).

ESI SM positif (n/z): 282,1 [M+H']; 304,0 [M+Na'].
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Synthese des phényloxyphosphoramidate-2’-dA.

NH,
R
N N/)

PhO—E—O
R_NH °

Protocole général de synthése.

L’acide aminé (L)-Alanine ou (L)-Phénylalanine est mis en solution dans du CH,Cl,
avant de rajouter le dichlorophénylphosphite. L’ensemble est refroidit a 0°C par un bain de
glace pendant 10min; la N-méthylimidazole en solution dans CH,Cl, est alors rajouté sous
atmosphere d’argon et agitation constante, a 0°C. Au bout d’une heure, le nucléoside modifié
est mis en solution dans CH,Cl,, sous agitation constante, pression d’argon dans un bain de
glace a 0°C. Le chlorophényl-(L)-acide aminé-phosphite est rajouté goutte a goutte a 0°C.
Une fois I’addition terminée, le mélange réactionnel peut évoluer a température ambiante
jusqu’a disparition du nucléoside. L’évolution de la réaction est controlée par CCM dans un
mélange CH,Cly/ MeOH (95:5). La réaction est a nouveau refroidit a 0°C et du MeOH
anhydre est rajouté. La réaction est maintenue sous agitation pendant 15min diluée avec du
CH,Cl,. La phase organique est lavée avec une solution d’HCl 1M, une solution saturée
d’NaHCOs et de ’'H,0. Elle sera séchée sur NaxSOys, filtrée et évaporée. Le brut de réaction
est purifié sur gel de silice conditionné avec CHCIj; et le produit sera élué avec un gradient de

MeOH (de 0 a 3%). Les rendements de réaction sont consignés dans le tableau qui suit.
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5’-phényloxy-Ala-phosphoramidate-dA (22)

CO,Me

Q
PhO—I?—O o
\/NH
OH

C20H25NsO7P
Masse exacte: 492,15

NH,»
N \N
Y
<N IN/)

CH,CL,
PhOP(O)Cl,
NMI
CH,Cl,
Désoxyadénosine
CH,Cl,

(L)-NH,CH(CH3)CO,Me.HCl

90,4mg; 0,65mmol
1,6mL
70uL; 0,46mmol
147,5uL; 1,85mmol
250uL
50mg; 0,185mmol
620uL

Rendement: 72% (65,5mg; 0,13mmol)

RMN 'H (CDCL, 200MHz): 8,7 (1H, s, HS8); 8,12 (1H, s, H2); 7,3-7,1 (5H, m, H
aromatique); 6,6 (1H, dd, J,=J,= 6,2Hz; H1’); 5,5-5,48 (1H, m, H3’); 5,3 (2H, s, NHy); 4,5-
3,95 (4H, m, H4’, HS’ et CH); 3,63 et 3,64 (3H, s, CHas); 3,47-3,42 (1H, m, H2’); 2,44-2,40
(1H, m, H2’); 1,35-1,34 et 1,29-1,25 (3H, dd, J=7,01Hz, CHj3).

RMN B¢ (CDCls, 50,3MHz): 172 (CO); 157,3 (Ciy aromatique); 154,9 (C4); 152 (C2); 147,9
(C8); 144,8 (C6); 130-115,7 (CH aromatique + C5); 86,2 (C1’); 85,4 (C4°); 72,4 (C3’); 65,5
(C57); 50,3 (CH3); 42,6 (CH); 36,7 (C2’); 18,4 (CH3).

RMN *'P (CDCI;, 80,9MHz): 4,86 et 4,66.

ESI SM positif (m/z): 493,2 [M+H'].
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8-Bromo-5’-phényloxy-phosphoramidate-2’dA (23).

NH,
Br
o) N 5

I
PhO—FI’—O 0
\/NH

COgMe OH

020H24BFN607P
Exact Mass: 570,06

N

(L)-NH,CH(CH;)CO,Me.HCI 74mg; 0,53mmol
CH,Cl, 1,3mL
PhOP(O)Cl, 55,3uL; 0,37mmol
NMI 120,4uL; 1,51mmol
CHzClz 200|JL
8-Bromo-dA 50mg; 0,151mmol
CH,Cl, 430uL
Rendement de Réaction : 81% (244,7mg; 0,43mmol)

RMN 'H (CDCI;, 500MHz): 8,26 et 8,20 (1H, s, H2); 7,31-7,28 (2H, m, phényle); 7,18-7,13
(3H, m, phényle); 6,3 (1H, dd, J;= 6Hz et J,= 13Hz, H1’); 5,64 (1H, s, NH,); 5,03-4,99 (1H,
m, H3); 4,48-3,96 (4H, m, H4’, H5* et CH); 3,69 et 3,67 (3H, s, CHz); 3,49-3,42 (1H, m,
H2’); 2,45-2,40 (1H, m, H2’); 1,36-1,35 et 1,31-1,30 (3H, d, J= 7,03Hz, CHz).

RMN C (CDCl;, 125,7MHz): 173,99 (CO); 154,14 (C4); 152,7 (C2); 150,7 (C8); 150,5
(C6); 129,7 (CH aromatique); 127,6 (CH aromatique); 120,4 (C5); 85,9 (C1’); 85,2 (C4’);
72,2 (C3°); 66,3 (C5°); 52,6 (CH3); 50,2 (CH); 36,9 (C2); 20,8 (CH3).

RMN *'P (CDCL;, 80,9MHz): 4,08 et 3,94.

ESI SM négatif (m/z): 569 [M-H]; 571 [M’-H] et 606,9 [M+CI']; 608,9 [M’+CI] en

fonction de 1’abondance isotopique du Brome.
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

8-Méthoxy-5’-phosphoramidate-2’-dA (24).

COZMG

Ca1H27NgOgP
Exact Mass: 522,16

(L)-NH,CH(CH;)CO,Me.HCl 86,4mg; 0,62mmol
CH,Cl, 1,5mL
PhOP(O)Cl, 66,1uL; 0,44mmol
NMI 141,1pL; 1,77mmol
CH,Cl, 240uL
8-méthoxy-dA 50mg; 0,177mmol
CH,Cl, 600uL
Rendement de réaction: 69% (223mg; 0,43mmol)

RMN "H (CDCL;, 200MHz): 8,18 (1H, s, H2); 7,32-7,15 (5H, m, H aromatique); 6,32 (1H,
dd, J;=],= 6,9Hz, HI’); 5,50-5,47 (1H, m, H3’); 5,34 (2H, s, NH); 4,47-4,24 (3H, m, H4’ et
H5’); 4,14 (3H, s, CH3); 4,05-4,03 (1H, m, CH) ; 3,73 et 3,68 (3H, s, CHz3); 2,59-2,39 (2H, m,
H2%); 1,39-1,36 et 1,24-1,22 (3H, d, J=5,8Hz, CH3).

RMN “C (CDCls, 50,3 MHz): 174,1 (CO); 158,3 (Crv aromatique); 154,9 (C4); 153,0 (C2);
147,9 (C8); 144,8 (C6); 129,7-120,2 (CH aromatique + C5); 83,2 (C1’); 82,3 (C4’); 65,3
(C3’); 57,2 (C5’); 52,4 (CH30); 52,3 (CH30); 50,2 (CH); 29,6 (C2°); 20,8 (CH3).

RMN *'P (CDCL;, 80,9MHz): 4,30 et 4,06.

ESI SM positif (m/z): 523,2 [M+H'] et 545,2[M+Na™].
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

8-Thiényl-5-phényloxyphosphoramidate-2’dA (25).

NH,
N B
N
>~ J
o) S NT N
1)
PhO—FI’—O o
NH
COgMe OH
Exact Mass: 574,14

(L)-NH,CH(CH;)CO,Me.HCI 73,3mg; 0,525mmol
CH,Cl, 1,3mL
PhOP(O)Cl, 56uL; 0,375mmol
NMI 120uL; 1,5mmol
CHzClz ZOO}JL
8-thiényl-dA 50mg; 0,150mmol
CH,Cl, 500uL
Rendement de réaction : 71% (61,1mg; 0,1 mmol)

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 8,30-8,24 (1H, s, H2); 7,63 (1H, dd, J= 3,29Hz, H5"); 7,55 (1H,
d, J= 4,87Hz, H3"); 7,35-7,09 (6H, Phényle et H4"*); 6,41 (1H, dd, J;= 5,46Hz et J,= 7,33Hz,
H1%); 5,69 (2H, s, NHy); 5,12-5,02 (1H, m, H3"); 4,49-3,93 (2H, m, H4’; H5’ et CH); 3,69-
3,66 (1H, s, CH3); 2,38-2,28 (2H, m, H2"); 1,27-1,24 (3H, dd, J=6Hz, CH).

RMN “C (CDCL;, 50,3MHz): 174 (CO); 154,8 (C4); 151,9 (C2); 150,4 (C8); 146,1 (C6);
142,6 (Cry thiényle) ; 129,9- 128 (CH aromatique+ CH thiényle); 124,7 (C5); 119,8 (CH
aromatique); 85,04 (C17); 70,9 (C4’); 65,9 (C3’); 52,01 (C5’); 49,7 (CH3); 36,08 (CH); 29,4
(C2’); 20,0 (CHj3).

RMN *'P (CDCL;, 80.9MH?z): 4,02 et 3,87.

ESI SM positif (m/z): 574,8 [M+H'] et 596,7 [M+Na'].
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

8-éthyl-phényloxyphosphoramidate-2’dA (26)

Q
PhO—FI’—O 'e)
\/NH

coMe M
C,2H9NgO7P

Masse exacte: 520,18

(L)-NH,CH(CH;)CO,Me.HCI
CH,Cl,
PhOP(0)Cl,

NMI
CH,Cl,
8-éthyl-dA
CH2C12

34,7mg; 0,25mmol
100uL
26,5uL; 0,17mmol
56,6uL; 0,71mmol
100uL
20mg; 0,07 1mmol
240uL

Rendement: 70% (25,8 mg; 0,05mmol)

RMN 'H (CDCls, 200MHz): 8,24 et 8,20 (1H, s, H2); 7,32-7,28 (2H, m, phényle); 7,18-7,13
(3H, m, phényle); 6,3 (1H, dd, J;= 6Hz et J= 13Hz, H1"); 5,64 (1H, s, NH,); 5,02-4,99 (1H,
m, H3’); 4,46-3,96 (4H, m, H4’, H5’ et CH); 3,69 et 3,67 (3H, s, CHa); 3,49-3,42 (1H, m,
H2%); 2,61-2,57 (2H, m, CH,); 2,45-2,40 (1H, m, H2’); 1,36-1,35 et 1,31-1,30 (3H, d, J=

7,03Hz, CH3); 1,24 (3H, t, J=7,5Hz, CH3).

RMN C (CDCl3, 50,3MHZz): 172,0 (CO); 157,3 (Civ aromatique); 154,9 (C4); 152,0 (C2);
148,2 (CB); 145,1 (C6); 128,5-115,7 (Cry aromatique + C5); 86,2 (C1’); 83,9 (C4’); 83,5

(C3’); 65,5 (C5); 50,3 (CH3); 42,6 (CH); 35,7 (C2°); 21,1 (CHy); 18,4 (CH3); 11,2 (CH3).

RMN *'P (CDCI;, 80,9MHz): 4,01 et 3,87.

ESI SM positif (m/z): 521,2 [M+H"].
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

8-Bromo-phényloxyphosphoramidate-2’dA (27)

NH,

Br—</:j|\)i)N

0 N
PRO-P-0— o
P NH

coMe M

CZGH2gBrNGO7P
Exact Mass: 646,09

(L)-NH,CH(CH,Ph)CO,Me.HCl 86,4mg; 0,62mmol

CH2C12 l,SmL
PhOP(O)Cl, 66,1uL; 0,44mmol
NMI 141,1pL; 1,77mmol
CH,Cl, 240uL
8-méthoxy-dA 50mg; 0,177mmol
CH,Cl, 600uL

Rendement de réaction: 69% (223mg; 0,43mmol)

RMN 'H (CDCls, 200MHz): 8,22-8,18 (1H, s, H2); 7,36-6,88 (10H, m, H aromatique); 6,38
(1H, dd, J,=J,= 6,76Hz, H1’); 5,75 (2H, s, NH,); 4,94-4,88 (1H, m, H3’); 4,30-4,05 (4H,m,
H4’; HS’ et CH); 3,69-3,62 (3H, s, CHs); 3,48-3,35 (1H, m, H2’); 2,96-2,93 (2H, m, CHy);
2,45-2,32 (1H, m, H2").

RMN B¢ (CDCls, 125,7MHz): 173,1 (CO); 154,5 (C4); 153,2 (C2); 151,15 (C8); 144,8 (C6);
135,8 (Crv aromatique); 130,1- 128,9 (CH aromatique); 127,5 (C5); 125,4 (CH aromatique);
120,5 (CH aromatique); 86,2 (C1’); 85,5 (C4’); 72,3 (C3’); 66,6 (C5); 56,0 (CHj3); 52,7
(CH); 40,7 (CHy); 37,2 (C2).

RMN *'P (CDCl;, 80,9MHz): 4,04 et 3,98

ESI SM positif (m/z): 647,09 [M+H'] et 649,1 [M+H'] et 668,6 [M+Na'] et 670,6 [M+Na+]

en fonction de I’abondance isotopique du Brome.
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

8-Méthoxy-phényloxyphosphoramidate-2’-dA (28).

NH,

/N \N
MeO—<N |N/)

I
PhO—E;O o
Ph OH
COoMe
C27H31NgOgP
Exact Mass: 598,19
(L)-NH,CH(CH,Ph)CO,Me.HCl 134,37mg; 0,623mmol
CH,Cl, 1,5mL
PhOP(O)Cl, 66,5uL; 0,445mmol
NMI 142uL; 1,78mmol
CH,Cl, 240uL
8-Méthoxy-dA 50mg, 0,178mmol
CH,Cl, 600uL
Rendement: 67% (71,3mg; 0,12mmol)

RMN "H (CDCL;, 500MHz): 8,18 (1H, s, H2); 7,36-7,0 (20H, m, H aromatique); 6,24 (1H;
dd; J;= 7,35Hz et J,= 15,6Hz; H1’); 5,33 (2H, s, NHy); 5,27-5,21 (1H, m, H3’); 4,32-3,64
(4H, m, H4’ et HS); 4,12 (3H, s, CH30); 3,89-3,83 (1H, m, CH); 3,65-3,64 et 3,59-3,58 (3H,
d, J=5,5Hz, CH3); 3,38-3,31 (1H, m, CH); 32,97-2,95 et 2,90-2,87 (2H, t, CH2); 2,37-2,31
(1H, m, H2’); 2,29-2,24 (1H, m, H2’).

RMN "C (CDCl;, 125,7MHz): 173,1 (CO); 155,4 (Ciy aromatique); 153.4 (C4); 151,6 (C2);

151,1 (C8); 150,2 (C6); 136,2 (Crv aromatique); 130,13- 120,4 (CH aromatique + C5); 116,27
(CH aromatique); 85,5 (C1’); 82,7 (C4’); 77,9 (C3’); 65,7 (C5’); 57,6 (CH30); 56,4 et 52,6

(CH30); 40,7 (CHy); 30,1 (C2’).

RMN *'P (CDCL;, 80.9MHz): 4,30 et 2,81.

ESI SM (m/z): 589,2 [M+H"].
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

8-thiényl-5’-phényloxyphosphoramidate-2’dA (29).

NH>
N
o~ 1)
0 S NTNW
1}
PRO-P-0— o
Ph NH on
COzMe
C30H31NgO7PS
Exact Mass: 650,17

(L)-NH,CH(CH,Ph)CO,Me.HCl 113,2mg; 0,525mmol
CH2C12 1,3mL
PhOP(O)Cl, 56uL; 0,375mmol
NMI 119,6uL; 1,5mmol
CH,Cl, 200pL
8-Thiényl-dA 50mg; 0,150mmol
CH,Cl, 500uL
Rendement: (73,1mg; 0,112mmol)

RMN 'H (CDCl;, 500MHz) : 8,23 (1H, s, H2); 7,64 (1H, d, J=3,5Hz, H5"’); 7,57 (1H, d, J=
5,05Hz, H3”’); 7,3-7,01 (10H, m, H aromatique); 6,42 (1H, dd, J;= 6,4Hz et J,= 13,2Hz, HI’);
5,74 (2H, s, NHy); 5,06-5,0 (1H, m, H3’); 4,29-4,15 (4H, m, H4’; HS’ et CH); 3,73-3,69 (1H,
m, H2’); 3,67 et 3,66 (3H, s, CH3); 3,02 et 2,97 (2H, d, J=6Hz, CH>); 2,35-2,30 (1H, m, H2’).

RMN B¢ (CDCls, 125,7MHz) :173,1 (CO); 155,45 (Cry aromatique); 155,4 (C4); 152,9 (C2);
151, 2 (C6); 151,0 (C8); 146,8 (Crv thiényle); 135,8 (CIV aromatique); 131,1-125,4 (CH
aromatique+ CH thiényle); 120,5 (CH aromatique); 85,5 (C1°); 72,9 (C4’); 72,8 (C3’); 66,8
(C57); 56,0 (CH3); 52,8 (CH); 40,7 (CHb); 36,9 (C2).

RMN *'P (CDCL;, 80.9MHz) : 3,96 et 3,90.
ESI SM négatif (m/z) : 685 [M+ CI.

Analyse par CLHP des phényloxyphosphoramidates modifiés de la dA.

L’analyse par CLHP a été effectuée sur une colonne ThermoHypersil Hypurity Cig

Sum (250*4mm). Les résultats sont résumés dans le tableau 2 qui suit.
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Chapitre III. Synthese et évaluation des propriétés antivirales d’analogues nucléosidiques de
la dA. Partie experimentale.

Composé Conditions utilisées Temps de rétention | Quantité relative
MeOH/H,0 (1/1000 TFA) Gradient 50:50

22 vers 0:100 sur 20 min 3.46 et 3,79 RI*

Débit: 1 mL.min™
MeOH/H,0 (1/1000 TFA) Gradient 71,35% et

26 60:40 vers 0:100 sur 20 min. 12,51 et 13,01 28.65%

Débit: 1 mL.min".
MeOH/H,0 (1/1000 TFA)

27 Gradient 50:50 vers 0:100 sur 20min 7.20 et 7.72 74.68% et

Débit: ImL.min™". 25.32%

Tableau 2 : Conditions opératoires a la séparation des diastéréoisomeres des composés 18, 21

et 23.

* Résolution insuffisante
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Chapitre IV. Vers la syntheése des analogues triphosphates de nucléosides.

Dans le cas du VIH, I’ensemble des inhibiteurs nucléosidiques a I’exception du
Tenofovir, possede un hydroxyle libre en 5°. Ils acquierent leur activité vis-a-vis des cellules
infectées a la suite de trois étapes successives de phosphorylation, catalysées par les kinases
cellulaires. Ainsi dans le but d’évaluer in vitro I’activité inhibitrice d’une nouvelle molécule,
il est primordial de la synthétiser sous sa forme triphosphorylée. C’est en effet sous cette
forme qu’elle sera reconnue, comme substrat de I’enzyme et peut étre avoir une activité
inhibitrice.

Par ailleurs les nucléosides triphosphates représentent une classe de molécules
importantes dans les systemes biologiques, un exemple représentatif est 1’adénosine
triphosphate (ATP) molécule de base au stockage et a la production d’énergie.

Les exemples de synthese impliquant la préparation de dérivés triphosphate modifiés
sont peu nombreux dans la littérature. En effet I’ensemble des méthodes a été mise au point et
appliqué principalement sur la dT et la dA en série désoxyribose et U et A en série ribose,
mais également a I’AZT en raison de ses propriétés antivirales reconnues. Ces méthodes ont
d’ailleurs pour objectif soit d’améliorer les rendements de synthése ou les conditions de
purification du triphosphate final, soit d’aboutir a la syntheése d’analogues triphosphorylés
modifiés, sur la partie phosphate tels que les boranotriphosphates ou les
méthylentriphosphates.

Ainsi nous ne savons toujours pas si parmi ces différentes méthodes, I’une d’entre elle
est compatible a la préparation d’une large famille de dérivés en prenant en compte la grande
sensibilité de ces composés ou si au contraire le développement d’une nouvelle méthode est a
envisager.

Une attention plus importante a été donnée a cette partie en raison des efforts fournis
pour accéder aux analogues nucléotidiques. Ce chapitre s’articulera donc autour de trois
parties : la premiere partie sera consacrée a une revue des principales méthodes de synthése
des triphosphates de nucléosides. Dans une deuxieéme partie les différentes voies d’acces
tentées, seront présentées, avant d’aborder la nouvelle méthodologie de synthése que nous
avons mise au point au laboratoire pour préparer les analogues modifi€s sous leur forme

monophosphorylés.
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Chapitre IV. Vers la syntheése des analogues triphosphates de nucléosides.

A. Les différentes méthodes de synthese de dérivés triphosphorylés.

Les analogues de triphosphates sont difficiles a synthétiser, a isoler et a caractériser.
La syntheése chimique de ces composés nécessite en particulier des conditions anhydres
strictes, qui ne sont pas toujours aisées a satisfaire en raison notamment de l'utilisation de
réactifs hygroscopiques (le pyrophosphate multichargé par exemple), généralement utilisés en
large exces. De plus, la formation pendant la réaction d'un certain nombre de produits
secondaires rend encore plus difficile les étapes de purification. Ainsi 1isolement du dérivé
triphosphate nécessite souvent deux étapes de purifications sur de matrices orthogonales
(résine échangeuse d'anions et phase inverse par exemple).

Un deuxieme probleme vient se greffer & ces contraintes puisque le composé
triphosphate hydrosoluble est difficile 2 manipuler de par la nature méme de I'enchainement
fragile des liaisons P-O-P. Ces molécules se révelent étre des plus sensibles a pH acide, mais
également a des températures élevées. Elles présentent néanmoins une certaine stabilité qui
dépend énormément de la nature du contre ion. Ainsi en présence d’ions trialkylammoniums,
de sodium ou de lithium par exemple, les triphosphates s’aveérent &tre assez stables.

Plusieurs méthodes de syntheése des triphosphates plus ou moins originales et
généralisables ont ainsi été développées [266]. Ces différentes méthodologies employées
peuvent étre classées principalement en deux catégories:

# Les méthodes permettant un acces direct aux dérivés de nucléosides triphosphorylés.

*  Les méthodes nécessitant le passage par un dérivé monophosphate.

I. Les méthodes directes

Base nucléique 0
)
o O-

o
o

Base nucléique

©O-T

OGp OH

1.1. La méthode de Poulter.

Une des approches les plus connues de synthese directe est la méthode de synthese
mise au point par Poulter et a/, initialement développée pour la préparation de diphosphates
d’isoprénoides [267, 268]. Elle a par la suite été¢ appliquée a la synthese de diphosphates et

autres dérivés de ribonucléosides naturels et étendue a la préparation d’ATP [268, 269].
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Chapitre IV. Vers la syntheése des analogues triphosphates de nucléosides.

Selon cette méthode (schéma 1), 1’alcool primaire activé par un groupement tosylate,
est déplacé, selon un mécanisme Sn2, par du triphosphate organique. Ce dernier, issu de
I’acide triphosphorique, est rendu soluble dans les solvants organiques, grace aux contre-ions
lipophiles (ammonium tertiaires ou quaternaires). Comme toutes les réactions Sn2, cette

transformation reste néanmoins tres sensible a I’encombrement stérique.

/ NH, NHQ\
% %
<NJQ <N | N/)
TsO OgP30
© (BuyN)4HP301¢ ©

OH OH CH;CN OH OH
k 55% /

Schéma 1 : Méthode de Poulter appliquée a la synthese d” ATP.

1.2. Méthode d'Eckstein-Ludwig

D’autres méthodes de triphosphorylation ont été mises au point ; c’est le cas de la
méthode développée par Ludwig et Eckstein [270] selon laquelle I’hydroxyle en 5° réagit avec
le 2-chloro-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-one (schéma 2). Le phosphite formé in situ
réagit avec le pyrophosphate pour former une espece intermédiaire cyclique qui, apres

oxydation et hydrolyse, permet d’aboutir au dérivé triphosphate.

(0]
- QO .
Base nucléique Q o Base nucléique
O o~

HO P~ci P-0 o (BusNH*),H,P,0,%
(0]
idi i DMF

OR (OR) Pyridine, Dioxane, DMF OR (OR)

R=H ou OAc
5
O '
v-0o Base nucléique c® © o Base nucléique
5 o :p-o o L/Pyridine/H,0 ~ O—-P-O-P-0-P-0 o

O-P-0 8 8

% NH4,OH
Ko OR (OR) ! OH (OH) /

Schéma 2 : Méthode d’Eckstein-Ludwig.

L’utilisation de cette voie de synthese a par ailleurs été étendue a la préparation de

dérivés triphosphates modifiés tels que les boranotriphosphates [270] ou les thiotriphosphates
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Chapitre IV. Vers la syntheése des analogues triphosphates de nucléosides.

[270, 271]. Dans ce cas 1’étape d’oxydation en présence d’l, a été remplacée respectivement

soit par une réaction avec un complexe d’hydrure de bore, soit avec du Ss.

1.3. Méthode d'Yoshikawa-Ludwig

Cette méthode de synthese directe emploie des dérivés dichlorophosphates. Ces
réactifs présentent néanmoins un manque de régiosélectivité vis-a-vis des
désoxyribonucléosides jusqu'a ce que Yoshikawa et al. [272] améliore considérablement la
réaction en faveur d’'une O-phosphorylation en 5’ en ajoutant au milieu du triméthyle ou
triéthylphosphate. En effet le trialkyle ou triméthyle phosphate utilisé en tant que solvant,
présente l'avantage d'assurer une solution homogene avec le nucléoside, mais également de
former un complexe activé plus encombré avec POCI; ce qui permet a ce dernier d’étre plus
sélectif vis-a-vis de I’alcool en 5° [273]. Yoshikawa et al. avaient décrit initialement cette
voie de syntheése dans le but d'obtenir des dérivés monophosphates, mais elle s'est avérée par
la suite &tre également une voie d’acces aux dérivés triphosphates. En effet, il a été montré par
Ludwig [274] que l'intermédiaire issu de la réaction entre I’alcool libre en 5 et POCl; peut
réagir directement avec du bis-(tri-n-butylammonium)pyrophosphate pour générer le
nucléoside triphosphate apres hydrolyse (schéma 3). Il a été proposé qu'un intermédiaire de
type trimétaphosphate se forme avant que le traitement aqueux n'ait lieu, d'ou la nécessité

d'étre dans des conditions totalement anhydres.

/ NHe NH, \
N S
N S) N
¢ f) 8.0 f
NN 1-POCl;, (MeO);PO
HO. 0°C g N

4
P-0_ 0 <N L7
P-0
© g-p-0 0
2- (BU3NH)2H2P207 0’6
OH OH Bu;N
250 OH OH
NH2 Et3NH+ C03-
N X
N
I
N7 N

Q

0.,.0.,.0.,.0
ohe Ko o o
620 60 0
OH_OH

Schéma 3: Méthode de Yoshikawa- Ludwig.

Cette voie de synthese a été largement utilisée et reste la méthode de choix pour des
nucléosides peu sensibles aux conditions acides. Elle a également été adaptée pour la synthese

de dérivés thionucléotides [271, 275, 276] ou encore pour des nucléosides fonctionnalisés par
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Chapitre IV. Vers la syntheése des analogues triphosphates de nucléosides.

des groupements alcenes [277]. 11 a cependant été nécessaire d'utiliser dans ces conditions,
des bases telles que la lutidine, ou encore le proton sponge® pour pallier aux conditions
réactionnelles trop acides.

Malgré le succes de cette méthode, elle n'est pas toujours applicable a des
nucléosides modifiés. En effet, les temps de réaction semblent étre tres aléatoires et fortement
dépendant de la nature du nucléoside lui-méme [278]. Des réactions secondaires ont
également été observées, probablement dues & un manque de sélectivité lors de 1’étape de
phosphorylation entre les alcools primaires et secondaires ce qui rend les conditions de

purification beaucoup plus fastidieuses.

1.4. Les méthodes enzymatiques

Les nucléosides et désoxynucléosides triphosphates sont des substances naturelles
synthétisés grace au concours de différentes kinases cellulaires. L'idée d'utiliser les
catalyseurs naturels pour la préparation des dérivés triphosphates a donc été exploitée comme
une alternative a la synthese chimique.

Ainsi I’adénosine a été triphosphorylée par voie biosynthétique grice a trois enzymes :
I’adénosine kinase, 1’adénylate kinase et 1’acétate kinase (schéma 4). L’ATP est d’ailleurs

utilisé en quantité catalytique comme cofacteur de 1’adénylate kinase [279].

Adénosine Kinase 3 Adénylate kinase
Adénosine Adénosine monophosphate Adénosine diphosphate
ATP cat. 00
B8
AcO” O
Adénosine triphosphate Acétate kinase

Schéma 4 : Voie de synthese enzymatique de I’ ATP.

Il est également possible de synthétiser par voie enzymatique des dérivés triphosphates
en utilisant des systemes cellulaires entiers. Cette méthodologie de synthese a été appliquée a
la synthese d’analogues fluoro-désoxynucléosides (schéma 5); ils sont tout d’abord
transformés en dérivé monophosphate a 1’aide de cellules bactériennes issues d’Erwinia
herbicola en présence de p-nitro-phenyl-phosphate. Le monophosphate est alors phosphorylé
grice au systeme enzymatique complet de Saccharomyces cerevisae [280].

Un inconvénient important de cette méthode provient de la méthodologie elle-méme.
En effet, 'utilisation d’un systeme cellulaire complet, entraine 1’apparition d’un certain

nombre de réactions enzymatiques secondaires.
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Schéma 5: Synthese de triphosphates selon un systeme cellulaire complet.
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Il est également possible de synthétiser les nucléotides naturels via une dégradation de
I’ ARN (schéma 6). Cette méthode de synthése enzymatique met en jeu une premiere étape de
dégradation de I’ARN en oligomeres de plus petite taille, sous 1’action de la nucléase P1. Les
oligomeres obtenus, sont convertis a leur tour en nucléosides diphosphates grace a la
phosphorylase et finalement en nucléosides triphosphates via 1’action catalytique de la

pyruvate kinase [281].

) Polynucléotide .
Nucléase P1 ol sros CARN phosphorylase ADP+ GDP Pyruvate kinase ATP+ GTP
igomeres ——— " CDP+UDP /\ CTP+ UTP
OPOzH" 0
COy COy

Schéma 6: Synthese des triphosphates via une dégradation enzymatique de I’ ARN.

Les méthodes de syntheése enzymatique restent tres peu utilisées du fait de la tres faible
quantité de matériel obtenue et restent limitées a la synthese de nucléosides triphosphates
naturels. En effet dans le cas des nucléosides modifiés, une étape de mise au point
supplémentaire des protocoles de synthese est requise et cela dans le but de déterminer si ces
composés sont des substrats des différentes enzymes. Cette voie de synthése reste donc tres
limitée de par son cofit et des incertitudes qui concernent son emploi sur des analogues de

nucléosides.
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II. Méthodes nécessitant le passage par un monophosphate
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La deuxieme stratégie de synthese des dérivés triphosphorylés est de préparer le dérivé
monophosphate intermédiairement. La plupart de ces méthodes mettent en jeu le caractere
nucléophile de I'hydroxyle en 5'. En effet ce dernier pourra réagir avec des réactifs de
phosphorylation électrophile de degré d’oxydation (V) ou de phosphitylation électrophile de
degré d'oxydation (IIT). Une fois le dérivé monophosphate obtenu, une étape supplémentaire
d’activation est nécessaire avant de le coupler au pyrophosphate voulu. Cette voie de synthese
présente I’avantage d’aboutir aux analogues triphosphorylés correspondant en utilisant des

conditions réactionnelles assez douces.

2.1. Les réactifs de phosphitylation de degré (III)

L'alternative a la méthode d'Yoshikawa, a été l'introduction de réactifs de
phosphitylation de degré (IIT) beaucoup plus stables et faciles a manipuler mais tres réactifs
sous certaines conditions. C'est le cas par exemple des phosphoramidites, des
phosphorochloridites ou des phosphorothioites [282, 283] selon que 1’on souhaite obtenir des

analogues monophosphates ou phosphorothioates (figure 1).

RO RO RO

/PfN\ /Pfcl P*S/
RO RO RG
Phosphoramidite Phosphorochloridite Phosphorothioite

Figure 1: Réactifs de phosphitylation de degré (III).

Compte tenu de leur réactivité élevée, les réactifs de phosphitylation de degré (III)
nécessitent la protection des fonctions réactives adjacentes a 1’hydroxyle en 5’ a savoir

I’alcool en 3’ et I’amine de la base (ex : NH; en N6 de la dA). Les conditions de réactions
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demeurent néanmoins assez douces, méme si elles requierent une étape d'oxydation

supplémentaire du phosphite intermédiaire (schéma 7).

Q
Base  1.Réactif de RO Base Q.0 Base
HO phosphitylation + ,P_O 1- Oxydation ) IP—O
O RO (0] (6] @)
Agent d'activation 2- Deprotection
OGp 0Gp OH

Schéma 7: Méthode de synthese générale par phosphitylation.

2.2. Les réactifs de degré d’oxydation P(V)

Les principaux agents phosphorés pentavalents utilisés pour la phosphorylation des
alcool en 5’ de nucléosides, sont les chlorophosphates. La méthode la plus classique consiste
a utiliser I’oxychlorure de phosphore (POCI3), précédemment décrit. Une fois I’intermédiaire
dichlorophosphate formé, une simple hydrolyse suffi a aboutir au dérivé monophosphate. Une
alternative consiste a utiliser les esters de phosphorochloridates (RO,)POCI. L’emploi de ces
derniers nécessitera une étape supplémentaire d’élimination des groupes protecteurs du
phosphate. Un inconvénient important de cette méthode est la libération de quantité
importante d’HCI qu’il faudra piéger efficacement. Pour cela une amine tertiaire est

généralement utilisée

2.3. Les méthodes moins conventionnelles

D’autres méthodes permettent d’atteindre les dérivés monophosphates, mais leurs
applications sont restées assez limitées. C’est le cas par exemple du réactif développé par Nair
et al, le 2-0-(4,4’-diméthoxytrityl)éthylsulfonyléthan-2’-yl-phosphate (A) qui a notamment
été appliqué a la synthese de nucléosides monophosphorylés en 5° ou 3’ [284], précurseurs de
dinucléotides inhibant 1'Intégrase de VIH-1 [285]. La réaction nécessite également
I’utilisation d’un agent de couplage tel que le triisopropylbenzénesulfonyl-tétrazolide (TPS-

TAZ) (schéma 8).
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Schéma 8 : Méthode de phosphorylation utilisant le réactif de Nair et al.

Une autre méthode de synthese a été largement utilisée par I’équipe de Mioskowski et
al. et repose sur I’utilisation de la réaction de Mitsunobu sur des dérivés de I’adénosine [286].
Elle a également été étendue par la suite a la synthese du monophosphate de 1I’AZT [287]

(schéma 9).

N"So BnQ O N"o 5o N"So
HO o F-0 o
0 v i BnO \%0 iiii O W(O
DL ©
HO™ | OB
Na oBn " Ng Ng
\_ )DEAD, PPhs, THF; ii) TMSBr, CH,Cly; iif) 5% NHyH,0 J

Schéma 9: Exemple de synthése du monophosphate de ’AZT utilisant la réaction de

Mitsunobu.

Quelle que soit les réactifs choisis, P(II) ou P(V), il est nécessaire d'effectuer une
étape supplémentaire d'activation du nucléoside monophosphate pour accéder aux dérivés

triphosphates.
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2.4. Les méthodes d’activation

Deux approches peuvent étre appliquées ; la premiere voie (voie A) consiste a faire
réagir le monophosphate nucléophile sur un pyrophosphate activé [266, 288]. Cette méthode
reste treés peu utilisée en comparaison a la deuxieme voie (voie B) qui utilise cette fois-ci le
caractere nucléophile du pyrophosphate lors d’une réaction avec un dérivé monophosphate
activé (schéma 10). Nous décrirons ici que les principaux modes d’activation du

monophosphate rendant compte de cette dernicre stratégie de synthese.

Attaque nucléophile du \

monophosphate sur le
pyrophosphate activé

Q Q
28158
Activation X7 0" SO

© T © 09
OI/O Voie A ﬁ/% ﬁ/ 0 (B)/ 3
R/ \OH R/ \O/ \O/ \8
\ o /
B\/Q—\ O, 8 O, 8 Attaque nucléophile du
R\ X P ||-": o b: 0 pyrophosphate sur le

HO S monophosphate activé
Voie B

Schéma 10 : Les deux voies d’activation préconisées pour aboutir au triphosphate.

2.4.1. Activation au dicyclohéxylcarbodiimide (DCC)

Des efforts considérables ont été menés pour mettre au point des méthodes
d’activation efficaces. L’utilisation du DCC comme activateur a permis de répondre a cette
attente. Lorsqu’il est utilisé seul, le DCC conduit a la formation du nucléotide voulu, mais
sans grande sélectivité puisque les composés mono, diphosphorylés en plus de
polyphosphates inorganiques, sont obtenus. Ces réactions secondaires ont pu étre fortement
limitées, en rajoutant au milieu réactionnel des amines, telles que la morpholine, permettant
ainsi le passage par un intermédiaire phosphoramidate (schéma 11). Il semblerait également
que le choix du solvant soit primordial puisque I’utilisation du DMSO a permis d’éviter les

réactions de dégradation du triphosphate une fois celui-ci formé [289].
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NH, NHz
N X N X
N N
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i N DCC, Morpholi /R NTON
-O—IID—O N CC, Morpholine g N—IID—O o (BuzNH),H,P,07 ATP
o {BuOH, H,0 ’ DMSO
OH OH Reflux OH OH

Schéma 11: Méthode d’activation au DCC.

2.4.2. Activation au carbonyldiimidazole (CDI)

D’autres agents d’activation ont par la suite été employé tels que le CDI [290-293]
qui, par activation in situ du dérivé monophosphate, permet d’obtenir un
phosphoroimidazolate intermediaire hautement réactif (schéma 12). Cet intermediaire pourra
réagir avec le pyrophosphate et conduire au triphosphate de nucléoside correspondant. Son

utilisation a été appliquée a I’ensemble des ribonucléosides et étendue par la suite aux

désoxynucléosides.
8 0 Base 8 0 Base
P-0 P-
g 0 1- (Im),CO, DMF N O_%OJ R HP,0,
S I \ [ NTP
OH X 2- MeOH N \/ OH
X: H ou OH R: ammonium quaternaire

Schéma 12: Méthode d’activation au CDI.

Ces deux méthodes (DCC et CDI), méme si elles sont assez fréquemment utilisées
pour activer les analogues monophosphates in situ sans avoir recours a la protection de
I’alcool en 3° en série désoxyribosyle, présentent un inconvénient de taille puisqu’elles

nécessitent des temps de couplage trés longs (>24h).

2.4.2. Méthode de Bogachev

La méthode de Bogachev [294] a été décrite dans le milieu des années 90 mais sans
connaitre un réel essor. Elle a néanmoins été reprise tout récemment et appliquée a la synthese
d’analogues modifiés de type méthyleéne triphosphate des nucléosides A et U [295]. Les
auteurs ne préconisent pas l’utilisation de conditions anhydres, ni méme la nécessité
d’effectuer les échanges des ions alcalins du monophosphate de nucléoside par des
ammoniums. Cet échange généralement nécessaire pour rendre le monophosphate soluble

dans les solvants organiques, est inutile en suivant cette méthode de synthese. Ainsi les
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monophosphates sous leur forme protonnée ou sodique, sont tout a fait compatibles avec cette
réaction.

11 a été proposé (schéma 13) que la réaction débute par la protection de I’ensemble des
fonctionnalités réactives (fonction amine de la base, alcools en 2’ et 3’ du ribose) et
I’activation du monophosphate par un groupement temporaire issu de [’anhydride
trifluoroacétique. Cette étape trés rapide sera suivie par une activation de 1’intermédiaire
trifluoroacétique obtenu, par de la N-méthyl-imidazole. L’espeéce obtenue pourra alors étre
mise a réagir avec du pyrophosphate pour conduire aux nucléotides recherchés avec des temps
de réaction beaucoup plus courts que ceux observés lors d’une activation par la DCC ou la

CDL

NH2 NH>
N N
< | N I . ¢ SN
/) 1-Anhydride trifluoroacétique /)
0 NN NEt; CHyCN, 0°C 59 0 0 NTON
-O—E’—O 0 O—IID—O—FI’—O—FI’—O 1)
e O 2-NMI, NEt3, CH3CN, 0°C 9 g 9

OH OH 3- Pyrophosphate, CH3CN, 0°C OH OH

Schéma 13: Voie de synthese des triphosphates selon la méthode de Bogachev.

L’ensemble de ces méthodes (DCC, CDI ou la méthode de Bogachev) nécessite
cependant [’utilisation du pyrophosphate en large exces pour éviter la formation de
dinucléoside tétraphosphate. Cela pose notamment des problemes lors de la purification du

produit final.

I11. Conclusion

Apres cette présentation, on peut penser que la synthése d’analogues triphosphorylés modifiés
serait assez facile a mettre en ceuvre. Or aucune d’entre elles n’a fait I’objet d’études pour ce
type de composés. Nous avons donc été amenés a évaluer certaines de ces méthodes en tenant
compte de la nature de nos composés, mais également a rechercher une méthode de synthese
qui serait généralisable a I’ensemble des analogues modifiés en position 8 de la dA que nous

avons présentés au chapitre précédent.
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B. Synthese des nucléotides modifiés de la dA
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Nous avons essayé dans un premier temps d’appliquer les stratégies de synthese déja
décrites sur la désoxyadénosine non modifiée pour s’assurer de la faisabilité de la méthode,

avant d’essayer de I’étendre aux analogues modifiés en position 8.

I. Essai de synthese des triphosphates selon des méthodes directes

Certaines des méthodes directes référencées sont d’ores et déja incompatibles avec
certaines des modifications introduites sur la dA. C’est le cas par exemple de la méthode au
POCI3, incompatible avec le groupement vinyle ou d’autres analogues de nucléosides [296].
En effet lors de la phosphorylation des composés 5-vinyl et 5-éthynyl-2’-désoxyuridine, un
effet hypsochrome a été observé par spectrométric UV-Visible. Ce déplacement vers des
longueurs d’onde plus faibles résulterait de 1’addition sur la double liaison d’une molécule
d’HCI [297]. Des observations similaires ont d’ailleurs été faites au laboratoire lors des essais
de synthese du dérivé diphosphate de la 8-vinyl-adénosine [298]. La méthode de Poulter avait
aussi été expérimentée mais sans succes, probablement a cause de I’encombrement stérique
trop important, généré par I'introduction d’un substituant sur la base. Quant a la méthode
d’Eckstein-Ludwig, elle s’est avérée étre tres dépendante de la nature méme du nucléoside.
Dans le cadre d’autres travaux effectués au laboratoire sur des analogues triphosphorylés de
I’AZT, cette méthode s’est avérée fructueuse. Malheureusement nous n’avons pas pu
I’appliquer a la dA ou a un de ses dérivés. Par ailleurs les conditions opératoires a satisfaire
sont extrémement contraignantes en raison de la trés grande sensibilité de la réaction a la
présence de traces d’eau surtout que le réactif de phosphorylation est lui-méme tres
hygroscopique et instable.

Nous avons donc cherché a mettre au point une méthode de synthese qui soit

suffisamment douce et compatible avec une large variété de modifications chimiques.
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Afin d’essayer de répondre a cette attente, nous avons choisit d’explorer la chimie des
phosphoramidites. Cette premiere approche a été testée sur la dA et est représentée dans le

schéma rétrosynthétique suivant (schéma 14).

OGp OGp

o_
\ — Ne — Gp: Acétyly

Schéma 14: Schéma rétrosynthétique du triphosphate de la dA en suivant la chimie des
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phosphoramidites.

La préparation de I’analogue triphosphate de la dA (et par la suite des analogues
modifiés) est basée sur la préparation in situ de I'intermédiaire phosphoramidite en 5’ du
désoxyribose. Par la suite le phosphoramidite sera mis a réagira avec le pyrophosphate.
L’intermédiaire formé devra €tre oxydé et 1’élimination des groupements cyanoéthyle et
acétate sera réalisée en fin de syntheése par traitement basique. Pour explorer cette voie il a

fallu au préalable préparer le composé 3’-OAc-dA.

1.1. Préparation du composé 3’-OAc-dA (33)

Afin d’obtenir I’alcool libre en 5 de la dA (schéma 15), nous avons eu recours a la
protection transitoire de 1’hydroxyle en 5’ par le groupement DMTr selon les conditions
usuelles. Le produit (30) a été obtenu avec un rendement plus faible (59%) par rapport aux
autres analogues nucléosidiques modifiés malgré plusieurs essais. Il était nécessaire a présent
de protéger I'hydroxyle en 3' par un groupement protecteur qui puisse €tre clivé dans des
conditions basiques tout en étant stable sous les conditions acides de déprotection du DMTr.
Nous avons opté pour le groupement acétate dont l'introduction en position 3" a été réalisée
avec de I'anhydride acétique en présence de DMAP, dans la pyridine. Le produit (37) a ainsi
été obtenu avec un rendement quantitatif. L'amine exocyclique en N6 a également été
protégée par le groupement diméthylformamidine diméthylacétal avec un rendement de 94%.
L'hydroxyle en 5' du composé (32) est alors libéré apres traitement avec une solution de DCA

a 3% dans du CH,Cly. Le produit (33) est obtenu avec un rendement de 88%.
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Schéma 15: Synthese de I'alcool libre en 5' de 1a dA.

L’étape de déprotection du groupement DMTr a cependant posé quelques probleémes.
En effet les premiers tests ont été effectués dans un mélange de TCA a 3% dans du CH,Cly,
les mémes conditions que nous avions utilisé lors de la synthése en phase solide, mais les
rendements de réaction n’excédaient jamais les 50%. Nous avons donc essayé de modifier ces
conditions soit en abaissant la température soit en modifiant la nature de la base (NaHCOs ou
NEts) lors de I’extraction. Les résultats ont été tout autant décevants puisque les rendements
étaient de 12 et 20% respectivement. En se tournant vers la littérature, la réaction de
detritylation avait été décrite avec du TCA 3% dans un mélange CH3NO, : MeOH (95 :5)
dans la pyridine, a 0°C [299]. Nous avons essayé ces conditions mais le rendement obtenu
apres chromatographie était tout aussi faible, de I'ordre de 20%. Certains auteurs [300]
préconisent d’effectuer la réaction directement sur la silice en présence de TFA a 3%, le
produit étant par la suite élué¢ avec un mélange CHCI; /MeOH. En suivant cette méthode de
synthese les rendements n’ont pu étre améliorés.

Finalement c’est grace a I’utilisation du DCA, un acide plus doux, que des rendements

satisfaisants (76%) ont pu étre obtenus.
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1.2. Synthése du triphosphate de la dA

Une fois la dA protégé en 3' et I'nydroxyle en 5' libéré, il est indispensable d'étre sous

des conditions totalement anhydres avant d’effectuer I’étape suivante (schéma 16).

NCHNMe, NCHNMe,
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i) N(iPr),PCIO(CH,),CN, DIPEA, CH,Cly; ii) (BuzNH)3HP,0-/ DMF (0,5M), Bu3N;
iiii) I (0,1M), Pyridine/H,0 (98:2); iv) NH,OH 28%

Schéma 16: Synthese du 5'-triphosphate-dA en suivant une méthode d'activation directe basée

sur la chimie des phosphoramidites.

L'alcool (33) préalablement séché, peut alors réagir avec le réactif de phosphitylation,
a savoir le chloro-N,N'-diisopropyl-cyanoéthyl phosphoramidite en présence de DIPEA dans
du CHCl,. Au produit intermédiaire ainsi obtenu, est rajouté le pyrophosphate
(BusNH);HP,07 (34) en solution dans la DMF et de la tributylamine. Apres condensation et
oxydation in situ avec une solution de I, & 0,1 M dans un mélange pyridine/H,O (98:2),
I’ensemble des groupements protecteurs a été éliminé par traitement avec une solution
d’NH4OH a 28%. La dATP ainsi obtenue a été purifiée par CLHP, sur une colonne semi-
préparative Zorbax RP-18 apres élution par un gradient TEAB-MeOH. Le produit est obtenu
sous la forme de sels triéthylammonium avec un rendement de 43% determiné par UV.

Avant d’arriver a ce résultat, différentes conditions ont été essayées mais seules les

conditions décrites précédemment nous ont permis d’accéder au triphosphate de la dA. la
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formation de ce composé a été confirmée par RMN 31P puisque des déplacements
caractéristiques ont été observés a -9,5; -10 et -20ppm.

Les différents parametres que nous avons fait varier sont :

#* Ja mnature du réactif de phosphitylation (N(iPr),PCIO(CH,),CN ou
[N(iPr)2],PO(CH2)CN)

* la nature de I’agent d’activation basique (DIPEA) ou acide (sel de tétrazolium
ou tétrazole)

* la nature du pyrophosphate ((BusNH);HP,O7 (34) ou (BusN);HP»O7 (36))

La nature du pyrophosphate inorganique utilisé lors de cette derniere étape est tres
importante et notamment la nature du contre-ion. Notre choix s’est tourné dans un premier
temps vers le pyrophosphate (BusNH);HP,O7 puisqu’il semble étre performant en terme de
solubilité dans les solvants organiques mais également en terme d’efficacité de réaction. Il est
important qu’a ce stade aucune trace d’eau ne soit présente. La quantité d’eau résiduelle
présente dans la solution de pyrophosphate a d’ailleurs été évaluée par RMN et 3 molécules
d’eau persistent apres séchage [267].

Il apparait a la suite de cette étude que la premiere étape est I’étape limitante de la
séquence réactionnelle. En fonction du réactif de phosphitylation employé, les réactions sont
plus ou moins faciles a suivre sur CCM de silice, mettant en avant une plus faible stabilité des
phosphoramidites en 5’ par rapport a leurs homologues en 3’. Nous avons aussi essayé de
trouver les conditions réactionnelles compatibles avec [utilisation du réactif
phosphorodiamidite et cela en raison de sa compatibilit¢ avec une plus large variété de
modifications sur la dA. Cependant aucune de nos tentatives avec ce réactif n’a permis
d’aboutir au triphosphate correspondant.

Les conditions ayant permis de synthétiser le triphosphate de la dA ont également été
appliquée a la synthese du triphosphate de la dT et des résultats comparables ont été obtenus.

Nous avons ensuite essayé d’appliquer ces conditions de syntheése a 1'analogue de la
dA le plus inerte d'un point de vue chimique, a savoir la 8edA, malheureusement sans succes.
Aucune trace de 1'analogue triphosphate n'a pu étre décelée par CLHP.

Devant cet échec nous avons exploré la possibilit¢ d’accéder aux analogues
triphosphorylés en passant par un intermédiaire monophosphate selon le schéma

rétrosynthétique suivant (schéma 17).
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Schéma 17: Approche rétrosynthétique pour accéder aux triphosphates d’analogues modifiés

via le passage par un intermédiaire monophosphate.

II. Essai de Synthese des analogues de triphosphates a partir des analogues
monophosphates

Pour explorer cette nouvelle voie, nous avons travaillé dans un premier temps avec
deux dérivés de la dA, la 8vdA et la 8edA. Nous avons choisi ces deux composés comme
étant les deux représentants, qui se situeraient aux deux extrémités de 1’échelle de sensibilité
de notre série d’analogues nucléosidiques.

Pour accéder aux monophosphates, différentes voies ont été préalablement explorées
en solution avant de se tourner vers la synthese en phase solide.

Nous exposerons donc dans un premier temps les efforts menés pour accéder aux
monophosphates dérivés de la dA. Dans une deuxi¢me partie, nous présenterons les voies
d’activation du monophosphate qui ont été tentées pour accéder aux triphosphates

correspondants.

2.1. Synthese des monophosphates de la 8vdA et de la 8edA (8vdA-MP et 8edA-

MP)

La chimie des phosphoramidites reste une méthode de choix pour travailler avec des
bases modifiées, ainsi que nous l'avions déja montré lors de la synthese des phosphoramidites
en 3' de la 8vdA, de la 8edA et de la 8thdA. C'est pour cela que nous avons pensé introduire le
monophosphate en position 5°, en mettant a profit I’ensemble des avantages offert par la

chimie du phosphore (IIT) en suivant le schéma rétrosynthétique suivant (schéma 18).
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NH, NHGp, NHGp3
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Schéma 18: Schéma rétrosynthétique envisagé pour accéder au monophosphate des dérivés

vinyle et éthyle.

La synthése de 1’analogue monophosphate s’appuie sur la préparation du
phosphotriester intermédiaire protégé et modifié en position 8 de la base par le groupement
vinyle ou éthyle. La deprotection des groupements protecteurs adjacents permettra alors
d’obtenir le monophosphate correspondant. Une étape supplémentaire d’hydrogénation de la
double liaison sera nécessaire pour aboutir a I’analogue 8-éthyle. Pour explorer cette voie il
était au préalable nécessaire de préparer les nucléosides protégés de fagon adéquate sur les

fonctions réactives autres que 1’alcool en 5°.

2.1.1. Synthese du monophosphate de la 8vdA (8vdA-MP)

2.1.1.1 Synthese de I’'intermédiaire avec I’alcool libre en 5’ (39)

La grande réactivité et la sensibilité du groupe vinyle, nous ont incité a introduire cette
fonctionnalité le plus tard possible dans le schéma de synthese.

Pour pouvoir faire réagir le phosphoramidite avec I’alcool en 5° du désoxyribose, il est
nécessaire au préalable de protéger les fonctions réactives, que ce soit ’amine en N6 ou
I’hydroxyle en 3’ (schéma 19). Pour cela nous avons retenu de protéger I’amine exocyclique
du 5’-O-DMTr-8-bromo-2’dA (2), dont la synthése est décrite dans le chapitre II, par
traitement avec le N,N’-diméthylformamidine diméthylacétal. L’ intérét de ce réactif a déja été
discuté dans le chapitre II. Quant a 1’alcool en 3°, le choix du groupement protecteur
dépendait de plusieurs facteurs. D’une part le groupement protecteur doit étre introduit assez
facilement et de fagcon sélective au cours de la synthese, et doit pouvoir étre déprotégé dans
des conditions basiques (I’hydroxyle en 5° protégé par le groupement DMTr, sera clivé dans
des conditions acides). Les esters répondent a ces criteres. Pour des raisons de solubilité, notre
choix s’est porté sur I’anhydride isobutyrique qui a permis de protéger I’hydroxyle en 3’ du

composé (37) avec un rendement de 90%. La libération de la fonction réactive en 5’ du
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composé (38) s’est déroulée sans difficulté permettant d’obtenir le composé (39) avec un

rendement de 83%.

NH, NCHNMe,
Br—< || J Br— || J
N N N N
DMTrO i DMTrO. i
(0] (@) —
91% 90%
OH OH
2 37
NCHNMe, NCHNMe,
Br%/ | /) Br—</ | /)
N N iii N N
DMTrO . HO.
o 83% o

38 39

i) NMe,CH(OMe), DMF; ii) Anhydride isobutyrique, DMAP, Pyridine; iii) DCA 3%/ CH,Cl,

Schéma 19: Schéma de synthese de 1’alcool libre.
2.1.1.2. Synthése du phosphotriester (40)

Une fois 1’alcool en 5’ libre et les fonctions réactives en N6 et 3’ protégées, nous
avons envisagé dans un premier temps d’accéder au phosphotriester en utilisant du
N,N diisopropylcyanoéthylphosphorodiamidite selon la voie A (schéma 20). Apres
phosphitylation, le phosphoramidite obtenu in sifu, sera mis a réagir avec de
I’hydroxypropionitrile et du tétrazole avant d’étre finalement oxydé par le peroxyde de tert-

butanol.
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NCHNMe, NCHNMe,

Br%N \ N/) Br%
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HO o P o
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39
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NN N N
N N
Br— ]I B’4NI:
NC(CH)20 NTON o(on)zqP,po N
P07 :o: 07 :o:
NC(CHy),0 i NC(CHy),0
0 0
L O&l’w/ B N O)W/
40

i) [N(iPr),],PO(CH;),CN, sel de tétrazolium, CH,Cl,; ii) OH(CH,),CN, tétrazole; iii) rBuO,H 70%

Schéma 20: Synthese du phosphotriester selon la voie A.

Malheureusement, en suivant cette premiere voie de synthese, nous n’avons pas pu
obtenir le phosphotriester (40). Nous avons donc cherché a réduire la séquence réactionnelle
en essayant d’obtenir directement I’intermédiaire (B) a partir de (39) (schéma 21). Le
nouveau réactif de phosphorylation nécessaire a cette transformation a été préparé selon une
procédure décrite dans la littérature. La méthode consiste a substituer I’atome de chlore du 2-
cyanoethyl-N,N’-diisopropylchlorophosphoramidite par le groupement hydroxypropionitrile.
Cette étape s’effectue sans difficultés en présence de DIPEA dans du CH,Cl,. Le réactif (41)
ainsi obtenu sera utilisé immédiatement dans la suite de la synthese. Il peut également étre

gardé sous argon, a -20°C pendant quelques jours.
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NCHNMe; NCHNMey|
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i NC(CHy),0
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P - PSoicHy).oN
- ~N N
N OCHLCN 564, (CFelz NCHNMe i
41 Ny 4
Br— | ) 65%
NC(CH)20_ O NTON
P07 o
NG(CHy),0
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A

i) (34), Tétrazole, CH,Cl,; ii) OH(CH,),CN, DIPEA, CH,Cl,; iii) Agent d'oxydation

Schéma 21: Préparation du phosphotriester (40) en suivant la voie B.

Apres phosphitylation, le phosphite intermédiaire a été oxydé avec une solution d’Iy,
de Iutidine et d’H,O dans le THF. Le phosphate triester (40) est isolé apres purification avec
un rendement de 65%. D’autres agents d’oxydation ont été essayés mais de moins bons
résultats ont été obtenus. Les différentes conditions et résultats obtenus pour les voies A et B

sont résumés ci-dessous (tableau 1).

Conditions opératoires Agent oxydant Rendement
1- [N(iPr),]PO(CH,),CN
sel de tétrazolium, CH,Cl, tBuO,H Produit non isolé
2- OH(CH,),CN, tétrazole
BuO,H 54%
N(iPr),P[O(CH,),CN],» mCPBA 34%
I, lutidine, H,O, THF 65%

Tableau 1: Récapitulatif des conditions expérimentales et des résultats obtenus en suivant les

deux voies de synthese.
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2.1.1.3. Monophosphate de la 8-vinyl-dA (43)

N

Le phosphotriester bromé obtenu, il est nécessaire a présent d’introduire le
groupement vinyle. Pour cela nous avons choisit de suivre les conditions déja mise au point
auparavant pour introduire le groupement vinyle grice au couplage de Stille. Le produit (42) a

été obtenu avec un rendement de 36% apres purification (schéma 22).

G\l NCHNMe, N NCHNMe,
N S \ N NN
N 4
O el T
NTON Sn(CH=CH,), Q

O\ //O /7
P-0O o Pd(PPh3z), NMP /P—O 0
110°C o
o) 36% 2 o

Schéma 22: Schéma de synthese du phosphotriester de la 8vdA.

L’étape de déprotection finale permettant d’aboutir au monophosphate de la 8vdA,
doit non seulement clivé les groupements cyanoéthyles mais également 1’ensemble des
groupements protecteurs de la base et du désoxyribose (schéma 23). Dans ce but une solution
d’NH4OH a 28% a été utilisée, mais outre la deprotection des groupements adjacents, elle

n’aura permis de cliver qu’un seul groupement cyanoéthyle.

4 NCHNMe; N>
N
\%”N]'\A)N o X ]'\A)N
NC(CH2)20_ 0 N~ @, 0.0 NN

P-0 NHs B0
NC(CH,),0 ¢} NH40H 28% 8 o
K OAc 42 OH 43 /

Schéma 23: Déprotection de 1’ensemble des groupements protecteurs.

Ceci peut s’expliquer par une élimination rapide du premier groupement cyanoéthyle,
(probablement via une élimination de type E;Cg), alors que 1’élimination du deuxiéme
groupement cyanoéthyle est plus difficile du fait que le phosphate diester est chargé

négativement. En effet, le phosphore étant moins électrodéficient dans cet intermédiaire que
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celui du phosphotriester, 1’arrachement du proton moins acide est donc plus difficile. Par
ailleurs, des répulsions de charge entre le phosphate diester chargé négativement et la base ne
sont pas a exclure. Nous n’avons pas essayé de forcer les conditions car nous savions que le
groupement vinyle ne le supporterait pas. La synthese du dérivé monophosphate de la 8vdA

(42) s’est donc arrétée a ce stade.
2.1.2 Monophosphate de la 8-éthyle-dA (8edAMP, 47)

Face a I’échec rencontré lors de la synthése du monophosphate de la 8vdA et vue
I’instabilité de ce composé, nous avons concentré nos efforts sur la 8edA. Pour accéder a la
8edA-MP nous avons choisi un réactif de phosphitylation substitué par des groupements
benzyles. Une fois le phosphate triester obtenu, les benzyles pourront étre éliminés par
hydrogénolyse. Nous n’avions pas retenu ce réactif pour la 8vdA, car cette étape finale n’est

pas compatible avec la présence d’une double liaison.

2.1.2.1 Préparation du dérivé de la 8edA avec I’alcool libre en 5’ (45)

Nous avons suivie la méme stratégie de synthese adoptée a la préparation des alcools
libre en 5’ de la dA ou de la 8vdA, & savoir une protection transitoire de I’hydroxyle en 5°,
suivie de la protection de I’hydroxyle en 3’ cette fois-ci par un groupement acétyle (schéma
24). Le composé (44) est obtenu avec un rendement de 82%. Le groupement DMTr peut alors
étre éliminé€ dans les conditions usuelles (DCA a 3% dans du CH,Cl,) et le composé (45) est

obtenu avec un rendement de 98%.

/ NH, NH, N@
AN /NfN IKN
HNfN/) < ) )

o)

N
]
N7 N
DMTrO DMTrO HO
W(o i i 0
OH OAc
45

82% OAc 98%
13 44

\ i) Anhydride acétique, DMAP, pyridine; ii) DCA 3%/ CH,Cl, /

Schéma 24: Syntheése du dérivé de la 8edA avec 1’alcool libre.
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2.1.2.2. Phosphotriester de la 8edA (46)

Face aux résultats obtenus lors de la préparation du monophosphate de la 8vdA, nous
avons choisi de modifier la nature du réactif de phosphitylation en remplacant le réactif
N,N’diisopropyl-dicyanoéthylphosphoramidite (41) par le dibenzyl-N,N’-diisopropyl-
phosphoramidite, commercial. La réaction nécessite également d’étre effectuée dans des
conditions totalement anhydres et inertes, mais également a basse température, pour éviter
toute réaction entre 1’amine exocyclique en N6 de la dA et le réactif de phosphitylation. Le
phosphite ainsi obtenu in situ est alors oxydé en présence de rBuO,H a 70%, a basse
température, permettant ainsi d’obtenir le composé (46) avec un rendement de 70% (schéma

25).

e NH, N2

/
HO 1- (OBn),PNGiPr), 5 PO o
O tétrazole, CH,Cl, 0°C nO

OAc 2- BuO,H, 0°C
% 70% 46 J

Schéma 25: Synthese du phosphotriester de la 8edA.

2.1.2.3. Synthése du monophosphate de la 8edA (47)

La déprotection des groupements benzyles est la derniere étape pour obtenir le
monophosphate de la 8edA. Cette étape s’effectue en présence de Pd/C dans I’EtOH, et de 2
équivalents d’NaHCO3, sous pression d’hydrogene. Dans ces conditions le monophosphate de

la 8edA (47) est obtenu avec un rendement de 86% (schéma 26).

a NH; EAN
N N B
— f)“ 8o ]@N
BnQ_O NN o AP NTON
P-0 H,, Pd/C, NaHCOy 2Na P~0
BnO O EtOH 8 (@)
OAc 74 % OAc

Schéma 26 : Synthese du dérivé 8edAMP.
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La chimie des phosphoramidites a été employée avec succes dans la synthese du
phosphate monoester de la 8edA (47). Elle s’est révélée compatible avec la préparation du
phosphotriester de la 8vdA. Malheureusement, en suivant cette stratégie de syntheése nous
n’avons pas pu accéder au monophosphate de la 8vdA. Toutefois, ces deux exemples
montrent qu’il nous a fallu adapter la synthése a chaque analogue nucléosidique, ce qui
devient tres vite contraignant lorsqu’on souhaite préparer des monophosphates sur une famille
plus large de molécules.

Nous avons donc cherché a développer une méthode de synthese qui soit d’application

plus généralisable afin de pouvoir accéder aux monophosphates de nos composés. Pour

atteindre ce but, nous avons exploité la chimie des H-phosphonates.

2.2. La chimie des phosphonates, une alternative a la chimie des
phosphoramidites ?

2.2.1. Caractéristiques et avantages des H-phosphonates [301]

La chimie des H-phosphonates représente une méthode alternative a la chimie des
phosphoramidites pour accéder aux oligonucléotides [302, 303]. Les applications sont restées
cependant plus limitées que celle de la chimie des phosphoramidites. Les H-phosphonates ont
connu un tres large essor d’une part grice aux travaux menés par Stawinski et Kraszewski
[304-307] dans le développement de méthodes de synthese visant a préparer des analogues de
nucléotides, d’autre part a ceux de Reese et al. [308-313] qui se sont surtout intéressés a
développer la chimie des phosphonates pour la synthése d’oligonucléotides. Un des avantages
de cette chimie est qu’elle ne nécessite pas 1’utilisation de groupements protecteurs au niveau
de I’amine exocyclique des bases puriques [314].

Les H-phosphonates peuvent étre classés comme des molécules hybrides entre les
phosphates et les phosphites. Leurs structure tétraédrique et la présence d’une liaison P=0O
leurs conferent une analogie avec les phosphates ou le phosphore est au degré d’oxydation
(V). Méme s’ils ne possedent pas de paire d’électron libre sous cette forme, leur degré
d’oxydation est bel et bien (IIT), une caractéristique des phosphites. Les H-phosphonates se
distinguent de ces deux familles de composés, par la présence de la liaison P-H, a 1’origine de

leur appellation.
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0
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Phosphate Phosphite H-phosphonate
P(V) PII) P(II)

Figure 2: Structure d’un phosphate, d’un phosphite et d’un H-Phosphonate

La chimie des H-phosphonates présente un certain nombre d’avantages qui la rend tres
intéressante par rapport a la chimie des phosphates et des phosphoramidites. En effet, les
dérivés du phosphore (III) sont extrémement réactifs, sensibles a I’hydrolyse et peuvent
s’oxyder de facon spontanée en présence de 1’oxygene de 1’air. Les dérivés du phosphore (V)
quant a eux, sont tres stables, faciles a manipuler, mais leur tres faible réactivité, méme en
présence d’agent de condensation, limite leur utilisation.

Les H-phosphonates apparaissent comme une molécule hybride entre les dérivés du
P(IIT) et P(V). Sous certaines conditions, ils peuvent étre facilement oxydés, alors que sous
d’autres, 1’absence de la paire d’électrons libre, leur confere une plus grande résistance a des
réactions d’oxydation spontanées ainsi qu’une plus grande stabilité aux conditions acides.

Il est également a noter qu’en solution, les H-phosphonates sont en équilibre

tautomérique avec un phosphite tricoordiné [315].

"

0

R P.
RO} 'OH — o 'OH
H RO™ OH
Phosphonate Phosphite
PII) tétracoordiné P(IID) tricoordiné
0 0
_PiApn [= B
RO} 'OR — '0”'\'OR
H R'O OH

Schéma 27: Représentation de I’équilibre qui s’établit entre les deux formes tautomeres H-

phosphonates et phosphite.

L’équilibre est cependant tres fortement déplacé vers la gauche [316], au profit de la
forme H-phosphonate qui déterminera la réactivité de I’espece. En fonction de 1’espece
tautomere considéré, le centre phosphoré aura un caractere électrophile ou nucléophile. Cette
derniere caractéristique peut d’ailleurs étre favorisée notamment grice a des agents de

silylation.
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Nous avons ainsi choisi d’explorer la chimie des H-phosphonates pour accéder aux
analogues monophosphates des dérivés de la dA modifiés en position 8 en suivant le schéma

rétrosynthétique décrit ci-dessous (schéma 28).

NH» NH» NH
N B N B N B
N ath N N
2 Activation 2 R— f\
R_< f\/) Oxydation R_< I‘\/) Phosphitylation _< | /)
o] NN o] NTON N7 N
O f— T ———) HO
O- FI’—O Ie) -O- FI’—O o) 0
(0]
OH OH OGp

Schéma 28 : Schéma rétrosynthétique permettant I’accés aux analogues monophosphates a

partir des H-phosphonates.
2.2.2 Synthese des dérivés H-phosphonates en 5’; application a la dA

Différentes méthodes ont ét€ développées pour accéder aux H-phosphonates,
essentiellement en position 3’ du ribose ou du désoxyribose. Elles reposent sur I’utilisation de
réactifs tels que PCls/ azole (triazole, imidazole...) [317], de salicylchlorophosphite [318,
319], de H-pyrophosphonates [320] ou de diphénylphosphite [304].

0]

¢ E/H E/H 0 0..0
~Ps HO™' ~O" “OH P iy
I Cl o ~Cl (@)
H-Pyrophosphonate Salycylchlorophosphite Diphénylphosphite

Figure 3 : Les différents agents de phosphonylation.

Le diphényl-H-phosphonate a particulierement retenu notre attention puisqu’en plus
d’avoir déja montré son efficacité lors de la synthese de dinucléoside H-phosphonates [304] et
de nucléosides 3’-H-phosphonate [321], il est totalement inerte vis-a-vis des amines
exocycliques. Ce réactif est également commercial, et peu cofiteux. Nous avons dans un
premier temps repris la méthode déja décrite pour la synthése du nucléoside 3’-H-

phosphonate a la dA (48) selon le schéma 29.
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/ NH, N%
ST ST
DMTrO \ N/) \ N/)
0 DMTrO 0
OH 1- Diphénylphosphite, pyridine (,)
30 2-MeOH NEt;3 O=P—-H 48
o

K 88% NEts* /

Schéma 29: Syntheése du phosphonate en 3’ de la dA.

Le dérivé de la dA avec I’alcool libre en 3° (30) est mis a réagir avec un exces de
diphénylphosphite dans la pyridine. Apres hydrolyse, le produit (48) est facilement isolé par
chromatographie sur gel de silice avec un rendement de 88%.

Nous pouvions a présent envisager de transposer cette méthode a la synthese du dérivé

H-phosphonate de la dA, en position 5’ cette fois-ci, selon le schéma 30.

/ NH, NH, NT-I}\
N D N B N S
) N /fN ] N
<NfN/) (A 5o (A
DMTrO HO. P-0

0 i T(O i, i H 0

OAc 76 % OAc OH
31 49 50

K i) DCA 3%/ CH,Cl,; ii) (PhO),P(O)H, Pyridine; ii) MeOH/NEt; (1:1) /

Schéma 30 : Synthese du phosphonate de la dA.

La réaction telle qu’elle est décrite, préconise I'utilisation d’un tres large exces de
réactif de phosphonylation pour éviter la formation de composés dinucléoside H-phosphonate.
Malgré cela, 1’alcool de départ (49) n’a pas pu étre consommé dans sa totalité€. Nous avons
donc cherché dans un premier temps a augmenter les vitesses de réaction en ajoutant au
milieu réactionnel de I'imidazole. Ce choix a été fructueux puisque la totalité du réactif de
départ a été consommé et une augmentation de la vitesse de réaction a été observée. La
présence de NMI a d’ailleurs permis d’aboutir aux mémes observations.

Cependant un deuxieme probléme s’est tres vite posé a nous lors de 1’isolement du

composé (50). En effet le dérivé 5’-H-phosphonate soluble uniquement que dans 1’eau, nous

n’avons pas pu le purifier par chromatographie sur gel de silice.
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La conversion étant totale, nous avons essayé de 1’isoler en procédant a des extractions du
produit d’hydrolyse du réactif de phosphonylation utilisé en exces avec différents solvants
organiques (CH,Cl,, CHCI3, Et;0O, Cyclohexane), mais sans succes.

Il nous est apparu des lors que les conditions qui avaient été adaptées a la position 3’
sont difficiles a transposer a la position 5’ du nucléoside. En effet dans notre cas on perd le
bénéfice du groupement DMTr qui apporte un caractere lipophile supplémentaire, facilitant
ainsi la purification du produit.

Il était donc nécessaire de trouver une autre approche pour accéder a ces composés
sans que l’utilisation de réactifs en exces ne soit un probleme. La synthése en phase solide
devrait nous permettre de contourner cette difficulté. En effet I'utilisation du réactif de
phosphonylation utilisé en exces pourra &tre facilement éliminé par lavage puisque le H-
phosphonate de nucléoside sera fixé sur le support solide.

Nous avons donc cherché a mettre au point une nouvelle méthode de synthése sur
phase solide qui permette d’obtenir les analogues de la dA modifiés en position 8, sous la
forme monophosphate, a partir des analogues H-phosphonates (schéma 31). Un objectif
ultérieur serait aussi de pouvoir accéder aux analogues triphosphorylés toujours en bénéficiant

de ces avantages.

a NH, NH,
" f) f " f)

J
O

w , Br, OMe, Vinyle, Ethyle, Thiényle /

Schéma 31 : Schéma rétrosynthétique envisagé pour accéder aux dérivés triphosphates de la

dA grace a la synthese en phase solide et a la chimie des H-phosphonates.

2.2.3. Synthese des analogues de nucléotides de la dA en phase solide

Dans le but de préparer I’analogue phosphonate en 5’ de la dA, nous nous sommes
tournés vers la syntheése en phase solide et cela en raison des nombreux avantages qu’elle

présente :
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v Les réactifs peuvent étre utilisés en trés large exces car ils peuvent étre
éliminés de la résine par simple lavage.

v’ Les produits peuvent &tre obtenus apres clivage de la résine avec une pureté
satisfaisante ne nécessitant pas le recours a des étapes de purification supplémentaires.

v’ La résine peut étre fractionnée, ce qui offre la possibilité d’effectuer plusieurs
tests de facon parallele assurant un gain en temps important.

Cette partie du manuscrit sera consacrée a la présentation de la méthode de synthese
mise au point sur support solide et permettant d’accéder aux analogues monophosphates des
dérivés de la dA selon le schéma 32 envisagé ci-dessous. Nous présenterons tout d’abord les
résines utilisées, ainsi que les monomeres synthétisés avant d’aborder plus longuement la

N

mise au point des conditions opératoires nécessaires a l’obtention de ces composés.
NHz NH;

N~y N—"SN
R L ) R L)
DMTIO N - — DMTIO N | Libération de L'hydroxyle en 5' I
10) Couplage a la résine o
Déprotection acide
OH O

R: H, Br, OMe, Ethyle, Activation M o NH,

Vinyle, Thiényle (o) N f% N
R 7/

MOH _<N | 2

HO
NH, o

Phosphonylation

H

H

N N N
R{/N | g (PhO),PH en excés

Libération du Monophosphate H O

Hydrolyse MO
Activation/ oxydation

Clivage de la résine

Schéma 32: Schéma de synthése général pour accéder aux analogues monophosphates de la
dA.

2.2.3.1. Le choix de la résine

Lorsque nous avons abordé la synthese de nucléotide en phase solide, trés peu

d’exemples dans la littérature étaient décrits. Parmis les différentes résines disponibles, nous
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avons choisi deux résines: d’une part la Tentagel®, largement développée par Rapp et Bayer
[322] dont lutilisation a été appliquée a la synthése de 5’-phosphodiester et de 5’-
phosphoramidate [323], mais également a des oligonucléotides [324]. D’autre part la LCAA-
CPG déja bien étudiée pour la synthese d’oligonucléotides.

La résine Tentagel® (figure 4) est formée d’une matrice polystyréne (PS) sur laquelle
est greffé via un bras alkyle, un bras espaceur (POE)de type polyéthylene glycol (PEG). Cette
organisation lui confere des caractéristiques a la fois hydrophobes et hydrophiles. Le bras
PEG représentant 50 a 70% du poids de la résine, la Tentagel® possede des propriétés tres

proches d’une résine de type purement polyéthyléne glycol.

| PS-Matrix H POE-Spacer L1Func[ic~n

i
!
" |

%N\, e (O-CHz- CHzl -O-CH-CHz X,

Figure 4: Représentation schématique de la résine Tentagel®.

La LCAA-CPG quant a elle (déja présentée dans le chapitre II), est une résine a base

de silice dont la taille des pores ainsi que celle du bras espaceur sont bien définies.

2.2.3.2. Fonctionnalisation de la LCAA-CPG-NH,

La résine Tentagel® que nous avons utilisée est commercialisée avec un bras PEG
fonctionnalisé par un groupement acide carboxylique, alors que la LCAA-CPG est vendue
quant a elle avec une extrémité NH; terminale, il a donc fallu fonctionnaliser cette derniere.

Deux stratégies de synthese permettent de coupler un nucléoside a une résine
possédant une extrémité NH,. La premiere voie (voie A) consiste a faire réagir de 1’anhydride
succinique avec I’extrémité NH, de la résine. Cette étape assez facile permet d’obtenir la
résine modifiée par un bras a extrémité CO,H. Elle pourra alors réagir, avec I’hydroxyle en 3’
du nucléoside. Cette étape nécessite une activation au préalable. La deuxieme stratégie quant
a elle consiste a rajouter le lien succinique directement sur le nucléoside en 3’ [325]. Le
nucléoside modifié ainsi obtenu, pourra alors réagir avec I’extrémité NH, de la résine en

suivant la voie B (schéma 33). La premiere étape de cette voie présente cependant quelques
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inconvénients tels qu’une vitesse de réaction assez lente (temps de réaction >24h), le produit
n’est pas toujours facile a isoler (purification assez fastidieuse) pour des rendements
généralement faibles. De plus cette voie suppose de modifier le nucléoside, ce qui est plus
contraignant. Par contre la réactivité des amines étant plus élevée que celle des alcools, le

couplage du nucléoside modifié sur la résine est plus facile a réaliser.

Base
GpO
:O:
(0]
Voie A
QNH, QHHJK/\COQH ( OH
GpO
O_o o
7 0 d
Q. 5
DMAP, Pyridine H

Base Base
GpO. GpO
o Voie B 0 :

\_ S /

Schéma 33 : Les deux stratégies permettant de coupler un premier nucléoside sur une résine

possédant une extrémité NHo.

Une méthode récemment décrite dans la littérature a particulierement retenue notre
attention. La CPG-NH; peut étre fonctionnalisée griace a une activation sous micro-ondes, en
présence d’anhydride succinique, de DMAP dans la DMF (schéma 34) [326]. Cette nouvelle
méthode d’activation a été appliquée a la LCAA-CPG-NH; et les résultats ont été satisfaisants
puisque aucune dégradation de la résine n’a été€ observée. Nous avons également vérifié que

I’ensemble des fonctions amine était fonctionnalisé grace au test de Kaiser [327].

DMAP, DMF Q i
QN HJ\/\COQH
LCAA-CPG-NH, Oﬁo

Micro-ondes

Schéma 34 : Fonctionnalisation de la LCAA-CPG-NH, sous micro-ondes.
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2.2.3.3. Synthése des monomeres

Les groupements phosphorylés (phosphonates ou monophosphates) doivent &tre
introduit en position 5°, aussi le nucléoside modifié sera-t-il fixé sur la résine Tentagel®S-
CO;H ou LCAA-CPG-CO:H par son extrémité 3’. Pour qu’il n’y ait pas de compétition entre
les hydroxyles 3’ et 5°, une protection sélective de I’hydroxyle en 5’ par le groupement DMTr
a été nécessaire. Cette protection est assez facile a mettre en ceuvre que ce soit pour les
nucléosides modeles ou modifiés et nous permettra de déterminer par la suite I’efficacité de
couplage sur la résine grace a un test colorimétrique. La préparation des nucléosides (2), (3) et
(10) protégés par le groupement DMTr a déja été décrite dans le chapitre II alors que le
composé (13) a été décrit dans le chapitre III. Le monomere DMTr de la dT (51) a été préparé

selon les conditions classiques a savoir en présence de DMTrCl, DMAP dans la pyridine.

Base Base 1:Base= 8-bromo-dA
HO DMTrO 30: Base= dA
(0] O 51: Base=T
52: Base= dG
OH 60-82% OH
Base: T ou dG,
dA et 8-Br-dA
DMTrCl
DMAP, Pyridine
NH, NHo

Br—</|/) R—</|/)
N

NT >N N
DMTrO DMTrO
(0] o
OH 88- 94% OH
2 10: R=Thiényle
3: R= Vinyle

H,, Pd/C, EtOAc&I
3: R=Ethyle

Schéma 35 : Schéma de synthese des monomeres destinés & la phase solide.

En appliquant ces conditions réactionnelles a la synthese de la désoxyguanosine (dG,
52), une double protection de I’hydroxyle en 5’ et de I’amine exocyclique a été observée. Cela
ne devrait pas poser de probléme dans la suite des réactions sur la phase solide.

Quant au dérivé 8-methoxy-5’-O-DMTr-2’-dA (53), les conditions décrites dans la

littérature [235] ne n’ont pas permis de 1’obtenir. En effet sous ces conditions, seul le produit
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doublement protégé en 3’ et 5’ a été obtenu. Une des raisons est que la DMAP est connue
pour augmenter fortement les cinétiques de protection. Nous avons donc repris cette réaction
mais sans ajouter la DMAP au milieu réactionnel afin de ralentir les vitesses de protection
[235]. Le résultat a été cependant identique. La faible différence de réactivité entre les
hydroxyles primaires et secondaires (5 et 3’ respectivement) pourrait &tre due a la formation
d’une liaison hydrogeéne entre 1’alcool primaire et I’oxygene du groupement méthoxy de la
base. Pour contourner cette difficulté de synthése nous avons choisit de modifier la séquence
réactionnelle en substituant I’atome de brome de la 8-bromo-5’-O-DMTr-dA (2) par le
groupement méthoxy (schéma 36). Dans ces conditions le composé (53) est obtenu sans

difficulté avec un rendement de 85%.

/ NH, NH>
N BN N B
N N
ey %f)
NN NT N
DMTrO DMTrO
o NaOMe, MeOH o

OH 85% OH

K 2 53 j

Schéma 36 : Synthese du 8-OMe-5’-O-DMTr-2’dA (53).

Les monomeres ainsi préparés, il ne restait plus qu’a les coupler a la résine par leur

hydroxyle libre en 3.

2.2.3.4. Couplage des monomeres a la résine

Toutes les étapes de mise au point de la synthese en phase solide ont été réalisées sur
la Tentagel ®CO,H et appliquées par la suite a la LCAA-CPG. C’est pour cela que je ne
présenterais que les résultats obtenus avec la Tentagel ® CO,H.

Un certain nombre d’agents de couplage commerciaux sont disponibles. Outre les
agents de couplage usuels, tels que 'EDC et le DCC dont 1’utilisation est aujourd’hui moins
fréquente en raison de leur toxicité et des produits secondaires formés, d’autres agents de
couplage dérivés d’uronium ou de phosphonium, tels que le HBTU, le HATU, le BrOP ou
PyBrOP sont de plus en plus utilisés. Ces agents de couplage stables sont non hygroscopiques

et surtout faciles a manipuler. Ils ont connu un réel essor grace a leur utilisation massive en
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syntheése peptidique [328, 329] ou de PNA [330-332]. IIs nécessitent cependant 1’utilisation
d’additifs tels que la DMAP ou HOBt [333].

Le couple HBTU/ DMAP dans CH3CN a déja été utilisé a cet usage [333]. 1l a donc
été retenu pour les premiers essais de mise au point sur la résine Tentagel® (taux de greffage

de 0,2-0,3mmol/g) avec de la dT selon le schéma 37.

o

o} \
\(k /Nl\\H \(kNH

N o N/go
DMTrO. DMTrO

1- HBTU, DMAP, CH3;CN
. 2- DCA 3%/ CH,Cl, (15min)
OH Résine Tentagel e}

L “Q y

Schéma 37: Mise au point des conditions de couplage de la dT sur la résine Tentagel®.

50 1 équivalent

Une fois le monomere fixé sur la résine, I’alcool en 5’ est alors libéré. Cette étape est
primordiale puisqu’elle permet lors de I’élimination du groupement DMTr, de déterminer le
rendement de couplage de chaque monomere. Dans ce but un mélange de DCA a 3% dans du
CH,Cl; (v: v) a été utilisé. Le cation trityle ainsi libéré (Amax : 504 nm, &: 71700 M'l.cm'l), de
couleur orange caractéristique, permet de déterminer le rendement de couplage par mesure
d’absorbance. Les différentes conditions expérimentées avec de la 5’-O-DMTr-dT (51) sont

données dans le tableau 2 qui suit.

Pour 250mg de résine Nucléoside HBTU/ DMAP | Temps de couplage | Rendement de couplage

(capacité: 0,05mmol) (D)
Essai N° 1 4eq 4eq/ 4eq 1h 18,7%
Essai N°2 4eq 8eq/8eq 2h 48%
Essai N°3 4eq 16eq/16eq 2h 90%

Tableau 2: Récapitulatif des différentes conditions de couplage tentées avec le composé (51).

Les meilleurs rendements de couplage ont été obtenus dans 1’essai 3. Nous avons

donc appliqué ces conditions a I’ensemble de nos composés et obtenus des rendements

comparables. Les résultats sont résumés dans le schéma 38.
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@ o ase HO B@
r
1- HBTU, DMAP, CH;3CN (2h
0 + (pramnmanCOH LNy o

. 2- DCA 3%/ CH,Cl, (15min)
Résine Tentagel
OH O+ ©O
81-90%

Base:

30: A

2: 8-Br-A

3: 8-Vinyle-A
10: 8-Thiényle-A
13: 8-Ethyle-A
51: T

52: G
53: 8-OMe-A

Schéma 38: Couplage des différents monomeres sur la résine Tentagel®.

2.2.3.5. Synthese des dérivés H-phosphonates

Les conditions de phosphonylation tentées en phase liquide ont été appliquées a la
synthése en phase solide des dérivés H-phosphonates. A nouveau la réaction a été
préalablement essayée sur la dT et la dA et étendue par la suite a la synthese des analogues
modifiés. Ainsi un mélange de diphénylphosphite (40eq) et d’imidazole (10eq) dans la
pyridine a été préparé et ajouté a la résine. Les analogues phosphonates ont été obtenus apres

clivage de la résine par traitement avec une solution d’NH4OH a 28% (schéma 39).

)
/ Base PhQ O Base o0 BQ
HO

P-0 P-0
o Diphénylphosphite ~ H \ko NH,0H28% H o

(6] Imidazole, Pyridine C]) 1h OH
Zh é 67- 80% Base:
50: A
54: 8-éthyl-A
55: 8-bromo-A
56: 8-OMe-A

K 57: T
58: G

Schéma 39 : Synthése des dérivés 5’-H-phosphonates de nucléoside.

Une étude cinétique a été menée dans le but de déterminer la vitesse de déprotection
de I’analogue phosphonate de la résine (figure 5). Pour cela des aliquotes de résine ont été
traités sur différents intervalles de temps avec une solution d’NH4OH a 28%. L’absorbance du
phosphonate de la dA en solution est mesurée a 260nm.

Apres un temps de latence de 10min, le phosphonate de nucléoside commence a

s’accumuler en solution. Au bout de 30min, 1’absorbance commence a varier plus faiblement
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et atteint un plateau apres 45min. Nous avons donc retenu un temps de déprotection d’une

heure pour cliver les analogues H-phosphonates de la résine.

0,45
0,4 |
0,35

L
w

0,25

Absorbance
o
()

0,15

0,1 4

0,05 -
0 * : * : : : :

5 min 10 min 15 min 30 min 45 min 60 min

Temps

Figure 5: Cinétique de clivage du phosphonate de la dA par traitement de la résine avec une

solution ammoniacale a 28%.

A I’exception de la 8vdA et de la 8thdA, les phosphonates ont été obtenus avec un bon
rendement satisfaisant de 67 a 80% et une pureté supérieure a 94% (déterminée par CLHP) la
formation des 5’-H-phopshonates a pu étre confirmée par RMN 'H, *'P, puisqu'un
déplacement caractéristique aux environs de 6ppm sous la forme d'un doublet est observé. Les
5'-H-phosphonates ont également été caractérisés par UV, MS, et CLHP.

Le tableau 3 récapitule les rendements de couplage, de réaction ainsi que les données issues

de I’analyse par CLHP des produits obtenus directement apres clivage de la résine.

Composé Rendement de Rendement de Pureté relative
couplage syntheése

50 (R:H) 87% 67% 100%

54 (R: Ethyle) 85% 80% 99,5%
55 (R: Br) 81% 67% 96%
56(R: OMe) 83% 70% 90%

57 (dT) 90% 73% 94,5%

58 (dG) 86% 70% 100%

Tableau 3: Récapitulatif de la pureté et des rendements de couplage et de synthese des dérivés

H-phosphonate de nucléosides.

La phase solide s’est avérée étre une méthode efficace pour préparer des dérivés 5’-H-

phosphonates de nucléosides naturels mais aussi pour certain de nos dérivés modifiés en
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position 8 de la dA. Nous avons des lors poursuivis dans cette voie afin de préparer les

analogues correspondants sous leur forme monophosphate.

2.3. Synthese des nucléosides monophosphates sur support solide

Comme nous 1’avions déja mentionné auparavant, les H-phosphonates peuvent &étre
facilement oxydés en choisissant des conditions appropriées. Avant d’exposer la méthode
employée a la préparation des monophosphates correspondants a partir des phosphonates, je
ferai un rappel bibliographique des différentes techniques d’oxydation des H-phosphonates.

2.3.1 Les méthodes d’oxydation des H-phosphonates

e} Base 0 Base
_O—B—o o Méthode d'oxydation H—II'-!'—O 0
OH OH

N

Il est a noter que les H-phosphonates sont difficile a oxyder dans les conditions
standard d’oxydation des phosphites, comme par exemple en présence d’l,, un réactif tres
fréquemment utilisé lors de la synthese d’oligonucléotides. En effet le mélange aqueux de Iy,
de pyridine et d’H,O a été utilisé dans le but d’oxyder des H-phosphonates diesters en
synthese solide. L.’oxydation n’est cependant pas totale et une hydrolyse partielle de la liaison
phosphodiester est observée, diminuant ainsi les rendements de synthese [334]. Une autre
méthode d’oxydation a été employée lors de la synthése d’oligonucléotides chimériques
[335]. Elle repose sur 'utilisation de NEt; dans un mélange CCly, Pyridine et H,O. Cette
combinaison semble €tre compatible avec la présence de liaison P-O, P-S ou P-N, méme si
une protection supplémentaire de la base a été nécessaire pour éviter des réactions secondaires
de transamination.

Une méthode alternative consiste a déplacer 1’équilibre établit entre la forme
phosphonate et la forme phosphite vers cette derniere et de favoriser ainsi 1’étape d’oxydation.
L’une des méthodes pour atteindre cet objectif, est la pré-activation du dérivé phosphonate
par des agents de silylation [336]. L’agent de silylation qui a été le plus étudié dans ce
contexte, est la BSA utilisée en combinaison avec différents oxydants. Dans ce but le premier
agent d’oxydation a avoir été testé, est le fBuO,H sur des dérivés de sucres H-phosphonates
[337]. La combinaison BSA/ rBuO;H a par la suite été employée dans 1’oxydation des H-
phosphonates diesters [321] et des H-phosphonates monoesters [338], mais sans grand succes.

En effet en présence de BSA, le fBuO,H est converti en une espece beaucoup moins réactive,
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le fBuO,TMS et I’oxydation peut alors durer jusqu’a 24h, malgré I’ajout d’un large exces de
BuO,H.

Une autre famille d’agents oxydants, les oxaziridines, a été utilisée et a montré de bons
résultats pour oxyder des silylphosphites. Les oxaziridines ont été largement développées par
Davis et al. et initialement employées dans I’oxydation asymétrique d’énolates prochiraux en
composés orhydroxycarbonylés [339-341]. Les exemples les plus étudiés sont le 2-
(phénylsulfonyl)-3-(3-nitrophényl)-oxaziridine =~ (PNO) [342] et le (+)-(2R,8a5)-
(camphorylsulfonyl)-oxaziridine (CSO) [343] (figure 6). Ces composés présentent aussi

I’avantage d’étre neutres, non hygroscopiques et peuvent étre facilement obtenus anhydres.

O 7,
mo N
o O o 0= o
2 o]
2-(phénylsulfonyl)-3-(3-nitrophényl)-oxaziridine (18)-(+)-(10-camphorsulfonyl)oxaziridine
(PNO) (CSO)

Figure 6: Structure de deux oxaziridines, le PNO et le CSO.

Les oxaziridines ont été par la suite employées pour 1’oxydation de H-phosphonates
diesters [321] en 3’ apres activation a la BSA. L’oxydation en présence de PNO notamment,
ne nécessite d’ailleurs que Smin pour fournir le triméthylsilyl phosphate de facon quantitative
apres activation.

Nous avons donc choisit d’utiliser ce type de réactif a la syntheése en phase solide pour

oxyder le nucléoside H-phosphonate en dérivé monophosphate.

2.3.2. Application du PNO a la synthese des analogues monophosphates.

Base 0 Base

O
i i
H-P-0 -0-F~07 -©-
o _%OJ Activation o ©
)
OH

QOxvdation OH

2.3.2.1. Synthése du PNO.

Pour pouvoir oxyder les H-phosphonates il était nécessaire au préalable de synthétiser
le PNO. Sa synthese a été décrite par Davis et al. et repose sur le schéma synthétique suivant

(schéma 40).
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(¥
75% NH

Benzeénesulfonamide
Rendement quantitatif

o) 0
O N NO, O N= NO,
60

kel 88%

@»CHO i QCH(OEUZ 0 \
., <o
O,N O,N
59

3-Nitro-benzaldéhyde

2-(phénylsulfonyl)-3-
(3-nitrophényl)-oxaziridine
PNO

61
i) CoCl, EtOH; ii) benzénsulfonamide, 180°C; iii) Oxone, K,CO3; H,O0, toluéne.

Schéma 40: Schéma de synthese du PNO.

Les méthodes d’acétalisation sont communément utilisées comme protection
temporaire des fonctions carbonyles réactives. Elles nécessitent généralement 1’utilisation
d’un alcool, ou de son équivalent orthoformate, en présence d’une catalyse acide. Les
méthodes d’acétalisation ont souvent été décrites pour la formation de diméthyle acétale, et
plus rarement pour la formation de diéthyle-acétale [344-348]. Le grand inconvénient de ces
méthodes est qu’elles ne présentent aucune sélectivité puisqu’elles sont capables d’acétaler a
la fois les cétones et les aldéhydes. Une méthode a cependant retenu notre attention, mettant
en jeu I'utilisation d’un acide de Lewis doux, CoCl, [349]. Cette méthode d’acétalisation s’est
révélée Etre assez douce, facile a mettre en ceuvre, permettant d’obtenir le diéthylacétale
nitrobenzene (59) avec un bon rendement.

Le diéthylacétale ainsi formé, peut réagir a 150-180°C avec la benzene-sulfonamine
commerciale, pour former I’'imine correspondante (60), apres élimination de deux molécules
d’éthanol [342]. La sulfonimine (60) ainsi obtenue, est oxydée en présence d’Oxone® dans
un mélange biphasique toluene/ K,COs: H,0O. Le produit (61) a ainsi pu étre obtenu sans
purification, puisqu’une simple étape de précipitation dans du pentane a suffit a ['obtenir avec

un bon rendement.
2.3.2.2. Validation de la stratégie de synthése : étude par RMN *'P.

L’ensemble des études décrites dans la littérature visant & oxyder les dérivés H-

phosphonates a été réalisé soit sur des H-phosphonates diesters, soit sur des H-phosphonates
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monoester en position 3° du désoxyribose. Avant d'appliquer ces agents d’oxydation a nos H-

phosphonates synthétisés sur support solide, nous avons étudié par RMN 3P cette étape

d’oxydation sur trois nucléosides modeles, le 5’-O-phosphonate-dT (57), le 5’-O-

phosphonate-dA (50) et le 5°-O-phosphonate-8-éthyl-dA (54). Pour cela le nucléoside a été

mis en solution dans la pyridine-ds, en présence de BSA et de PNO. A travers cette étude,

nous souhaitions non seulement étudier la formation du produit d’oxydation, mais aussi

I’effet de la base employée (NEt; ou DBU en présence de MeOH.) sur la deuxieme étape de

solvolyse en suivant le schéma suivant (figure 7).
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N
)
o N7
To-b-
v

Au temps t =0, le phosphonate possede
un déplacement chimique en RMN *'P
caractéristique, a ~ 6,7- 6,6 ppm
(Figure 7, spectre 1). Apres ajout du
mélange BSA/PNO la formation de
I’intermédiaire  triméthylsilylphosphite
n’a pas été observée. Cela suggere que
le triméthylsilyphosphite une fois formé,
réagit immédiatement avec I’oxydant en
solution pour donner le
triméthylsilylphosphate correspondant.
Sa formation est d’ailleurs instantanée
dans les conditions choisies (moins de
Smin), avec un déplacement
caractéristique en RMN S 14,5ppm
(une légere variation en fonction du
nucléoside est observée) (figure 7,
spectre 2), mais les valeurs reste tres

proches que ce soit pour la dA modifiée

A1 nan madifida
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W

Figure 7: Cinétique de formation du
monophosphate de la dA par RMN p (pyridine ds
a 200MHz).

1) Spectre RMN *'P du 5’-phosphonate-dA ; 2) Spectre RMN
3P du 5’triméthylsilylphosphate-dA ; 3) Spectre RMN *'P du
5’-monophosphate-dA.

ou non modifiée.

La solvolyse du triméthylsilyl-
phosphate est alors réalisée en ajoutant
soit le mélange MeOH-NEt; (1:1), soit
le mélange MeOH : DBU (1:1). Encore
une fois la réaction est instantanée avec
un déplacement en RMN *'P cette fois-
ci a -531ppm lorsqu’une solution de
MeOH/ base a été utilisée (figure 7,
spectre 3). Il est a noter que lorsque le
mélange réactionnel est repris dans un
mélange MeOD/D,0 un signal avec un
déplacement chimique de 1,7-Oppm est
observé en accord avec les valeurs

connues pour un monophosphate.

L’ensemble de ces observations est en accord avec la séquence réactionnelle proposée

(schéma 41) pour I’oxydation des 5’-H-phosphonates en 5’-monophosphates.

R: 5'-nucléoside

Q BSA OTMS PNO
RO-P-H RO-R
0 OTMS
e}
8= 6,6 ppm 8=116 ppm

MeOH/ NEt; o

o
RO-P-OTMS RO-P-0
OTMS 0
e}
&=-14,5 ppm &=-5,3 ppm

Schéma 41: Représentation des différentes espéces de P(III) et P(V) en solution et

déplacement chimique en RMN 31p,

Nota bene: le déplacement caractéristique du silylphosphite a 116ppm est observé lorsque seule de la BSA est

ajouté au H-phosphonate.

2.3.3. Application a la synthese en phase solide

Ayant vérifié les conditions d’oxydation en solution, ces dernieres ont été appliquées a

nos dérivés lors de la syntheése en phase solide (schéma 42).
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€] ) O
00 Base Q0 Base 00 Base
P-0 P-0 P-0
PhO W(O NEty H,0 (1:1) H W(o 1- BSA, PNO, yridine (30min) 8 o
0

15min 0 2- MeOH: NEt; (1:1) (1h) OH

é é 3- NH,OH 28% (2h)
62- 94% Base:

62: A

63: 8-Ethyl-A
64: 8-Bromo-A
65: 8-Thiényle-A
66: 8-OMe-A

67: T
68: G

Schéma 42: Synthese des différents analogues monophosphates synthétisés en phase solide.

Avant d'accéder aux dérivés monophosphates des nucléosides modifiés, il est
nécessaire d’éliminer le groupement phényle présent sur le dérivé H-phosphonate. Pour cela
des conditions basiques douces doivent étre employées afin d’éviter de cliver cet
intermédiaire de la résine. Nous avons choisi d'utiliser un mélange NEts/ H,O (1:1) pour
réaliser cette transformation.

Cette étape de solvolyse basique a d'ailleurs fait 1'objet d'une étude cinétique par
spectroscopie UV-visible pour quantifier la libération de 1ion phénate (Am.x d’absorption
290nm) et surtout déterminer le temps au dela duquel le nucléoside (Amax d’absorption 260nm)
est clivé de la résine. Cette étude nous a permis de montrer que le phénate est rapidement
éliminé et que le nucléoside commence a étre clivé au bout de 15 min. Le groupement
phényle a donc été éliminé par traitement de la résine avec le mélange NEt;/ HO en ne
dépassant pas les 15min.

Avant d’effectuer I’oxydation du H-phosphonate sur la résine il est important a ce
stade de bien la sécher. En effet méme si la BSA est un agent de séchage et sera utilisée en
large exces, nous n’avons jamais obtenu de résultats comparables a ceux obtenus en solution.
Par ailleurs les différents protocoles décrits dans la littérature préconisent l'utilisation dans un
premier temps de la BSA suivie de I’agent oxydant. En suivant cette procédure, 1'oxydation
n'a pas eu lieu et seul le phosphonate est isolé. Deux explications peuvent étre avancées pour
rendre compte de ce résultat; soit l'intermédiaire triméthylsilylphosphite ne se forme pas, soit
sa formation a réellement lieu mais étant beaucoup trop instable, il est immédiatement
hydrolysé (ou transformé en un autre produit). Si cette derniere hypothese est exacte il nous a
semblé opportun de rajouter en méme temps que la BSA, I'agent d'oxydation, afin de piéger

l'intermédiaire triméthylsilylphosphite dés sa formation. En traitant le phosphonate avec le
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mélange BSA/PNO (40eq/ 25eq) nous avons réussi a obtenir une conversion totale du
phosphonate de nucléoside en monophosphate correspondant, a I’exception de la 8vdA.

Les groupements triméthylsilyles sont alors libérés avec un mélange de MeOH/ NEt3
(1:1) et le monophosphate de nucléoside est clivé de la résine dans les conditions usuelles
(NH4OH 28%).

Nous avons remarqué que lorsque 1’étape d’oxydation durait plus d’une demi-heure,
un produit supplémentaire se formait avec un déplacement caractéristique en RMN du *'P 2
13 ppm. La formation d’un produit secondaire de ce type avait déja été observée par Sekine et
al. [338] en présence du PNO et résulterait de ’attaque de I’anion phosphate sur la
sulfonimine formée. La formation de ce sous produit a d’ailleurs été confirmée par
spectrométriec de masse (ESI en mode négatif) sur le dérivé monophosphate de la dT
puisqu’un signal avec un rapport m/z compatible avec la masse attendue (a 594,3 [M-H]) a été

observé (figure 8).
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Figure 8 : Spectre de masse (ESI négatif) du composé issu de 1’addition du dérivé PNO sur le
monophosphate de la dT.

Cette stratégie de synthese a donc été appliquée avec succes a 1’ensemble de nos
analogues a I’exception de la 8vdA. Les analogues monophosphates ont été obtenus avec de
bons rendements (tableau 4) sans nécessiter d'étapes de purification supplémentaires. La
formation du monophosphate a ét confirmé par RMN 'H et *'P puisqu'un déplacement
caractéristique a 1-Oppm a été observé (en fonction de la nature du nucléoside). L'ensemble

des analogues modifiés de la dA a été caractérisé par RMN lH, 31P, ESI, HPLC, UV.
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Composé Rendement Pureté relative

60 (R : H) 90% 100%

61 (R : Ethyle) 83% 100%
62 (R : Br) 71% 94,5%
63 (R : Thiényle) 74% 82%
64 (R : OMe) 81% 71%
65 (dT) 94% 100%

66 (dG) 88% 94,5%

Tableau 4: Récapitulatif des rendements de syntheése et de la pureté relative des

monophosphates de nucléosides.

La stratégie employée pour aboutir aux analogues monophosphorylés modifiés en

position 8, est résumée dans le schéma qui suit (schéma 43).

NH;
D'V'TFO HBTU, DMAP CH;CN DMTrO

2
J@
R: H, Br, OMe, Ethyle, ( M

Vinyle, Thiényle

NH,

DCA 3% CH,Cl,
15min

R—</|/)

NH2

OH N
N
HO
NHz  (PhO),P(O)H, Imidazole ©
_<N | X Pyridine 0
R 4
PhQ_O NP 1h M 5
P-O
H o}
1) NEt3/ H,O (1:1) 15min
2) BSA, PNO, Pyridine 30min
NH4OH 28% 3) MeOH/ NEt; (1:1) 1h
4) NH4OH 28%, 2h

Ha NH;

/N N N /N N N

e\ , I:‘_<N | N/) 8 0O R_<N | N/)

P-O P-0
H 0] é) 0]
OH OH
H-phosphonate Monophosphate

Schéma 43: Schéma de synthese récapitulant les différentes étapes mises au point sur support

solide pour accéder aux analogues H-phosphonates et monophosphates des dérivés de la dA.
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La stratégie de synthése mise au point sur support solide nous a permis de préparer les
dérivés H-phosphonates et monophosphates des bases naturelles dA, dT et dG et surtout nous
avons pu I’étendre et I'appliquer a la préparation des analogues modifiés de la dA en position
8. Une seule exception a ce schéma de synthése est la 8vdA pour laquelle les dérivés H-
phosphonates et monophosphates n’ont pu étre obtenus sur la résine Tentagel® CO,H. Un
essai a ¢té effectué sur la LCAA-CPG pour essayer d’aboutir directement au monophosphate
de la 8vdA, mais les résultats n’étaient pas plus concluants avec cette résine.

Ainsi 16 nouveaux produits ont pu étre préparés selon cette nouvelle voie de synthéese,
faisant appel a des conditions de synthése douces et compatibles avec des modifications
structurales assez diversifiées.

A T’exception de la 8vdA, la synthése en phase solide s’est avérée une alternative
encourageante a la synthése des analogues phosphorylés en étant compatible avec les
modifications envisagées en position 8 de la dA. Nous avons donc voulu étendre les
possibilités de cette chimie a la synthese des triphosphates de nucléosides, mais également a

d’autres dérivés tels que les boranophosphates isostéres des dérivés monophosphates.

2.4. Synthése des analogues boranophosphates

- )

S R
Q.0 N 2
% N
/P—O
H3B (@]
OH

Q: H, Ethyle, Br, OMe, Vinyl, Thiényy

Figure 9: Structure générale des analogues boranophosphates de nucléoside.

En voulant mettre a profit le potentiel qu’offre les H-phosphonates, nous avons voulu
¢tendre la chimie développée sur support solide a la préparation d’autres analogues
phosphorylés. Notre choix s’est porté sur les boranophosphates dont les propriétés ont été
largement mises a profit par I’équipe de Ramsay-Shaw et a/. comme analogue nucléosidique
a-boranotriphosphates [350, 351] ou a-boranodiphosphate [352]. Ces méthode s’appuient soit
sur la méthode d’Eckstein-Ludwig décrite précédemment [270], soit sur la chimie des
phosphoramidites [353]. Parmi les composés modifiés par une liaison P-BHj3 décrits dans la
littérature, on compte également des nucléosides boranodiesters [354-356], testés pour leurs

propriétés inhibitrices en temps qu’antisens, des oligothymidine-boranophosphates [357], ou

197



Chapitre IV. Vers la syntheése des analogues triphosphates de nucléosides.

encore des glycoboranophosphate diesters [358]. La synthese de cette derniere classe de

composés repose d’ailleurs sur la chimie des H-phosphonate.
2.4.1 Propriétés des Boranophosphates

Les différentes propriétés des analogues boranophosphates permettent d’expliquer leur
utilisation croissante. En effet le groupement BHj est isoélectronique de I’oxygene méme si la
distribution de la densité de charge entre les deux groupes d’atome varie [359]. Les distances
ainsi que les angles des liaisons O-P-O et O-P-B sont modifiés passant de 1,54A 2 1,914 et
100° a 115° respectivement [360]. Méme si les boranophosphates sont chargés, ils ne forment
pas de liaisons hydrogeéne [361, 362] et ne coordinent pas de métaux, comme c’est le cas pour
I’oxygene. Leur polarité est également modifiée puisqu’ils présentent une préférence vis-a-
vis des milieux hydrophobes ce qui leur confére une meilleure perméabilité membranaire
[363].

Par ailleurs les boranophosphates sont résistants aux nucléases, une caractéristique qui
a ét¢ largement mise a profit pour développer des inhibiteurs a activité antivirale lorsqu’ils
sont dirigés contre la RT de VIH-1 (a-BH3-ddNTP [364], o-BH3-AZTTP , a-BH3-d4TTP
[365], a-BH3-3TCTP [366]. En effet ces analogues nucléotidiques permettent de réduire de
facon considérable la réaction de pyrophosphorolyse sur des mutants AZT-résistant assurant
méme un niveau d’inhibition comparable a celui observé sur I’enzyme sauvage [365, 366].

Les boranonucléotides apparaissent comme d’intéressants analogues a développer
d’autant plus qu’aucune méthode de synthese n’est décrite pour accéder a ces dérivés sous
leur forme boranomonophosphate. Nous avons donc voulu mettre & profit ’ensemble de la
chimie développée sur phase solide pour préparer les analogues modifiés de la dA sous la

forme boranophosphate.

2.4.2. Etude de la réaction en solution et de suivie par RMN *'P

Avant de mettre au point la synthése des boranophosphates sur support solide, nous
avons étudié la réaction en solution a partir des dérivés H-phosphonates de la dA et de la
8edA. Pour cela il est nécessaire d’utiliser un agent de silylation pour favoriser le déplacement
de I’équilibre tautomérique vers la forme phosphite. La BSA a donc été tout naturellement
envisagée, tout comme la BSTFA, un agent de silylation beaucoup plus stable.

Il était également nécessaire de faire un choix judicieux quant au réactif de bore. Pour

cela, différents réactifs sont disponibles comme le complexe de bore diméthylsulfide (BH; :
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Me;S) ou les complexes de bore en combinaison avec des amines, tels que la DIPEA (BHj :
DIPEA), la pyridine (BHj : Py), la 2-chloropyridine et I’aniline (BH3 : An). En raison de leur
cofit assez élevé, nous n’avons essayé que les complexes BHs : MeS et BH; : DIPEA.
Une fois le choix des réactifs effectué, la réaction a été suivie par RMN 3lp (figure 10).
L’analogue H-phosphonate est tout d’abord dissout dans du THF-dg en présence de la
BSA. La réaction est instantanée et un déplacement caractéristique (116 ppm) en RMN *'P
montre la formation de 1’espece triméthylsilylphosphite. La réaction est poursuivie apres avoir
ajouté le complexe de bore (BH;:DIPEA). A nouveau la réaction est instantanée et un
nouveau produit donnant un déplacement caractéristique d’un boranophosphate a 93-90 ppm

est observé apres hydrolyse.

o9)

! A

o
=

Figure 10: A)- Spectre *'P du phosphonate en présence de BSA dans THF-ds ; B)- Spectre *'P

découplé du proton apres addition du complexe BH3 :DIPEA et hydrolyse.

G: dA ou 8edA

oT™MS ...
=
RO~ ~OTMS

o: 116ppm

i) BSA, THF-dg; i) BH;3:DIPEA; iii) HyO/NEt; (1:1)

]

~

Q

RO—I?—O
BH5

8: 93-90ppm

/

Schéma 44: Suivi de la formation des boranophosphates par RMN 3p,

Les déplacements chimiques observés en RMN *'P sont en accord avec les données de
la littérature (schéma 44) [355]. Cette étude indique que la réaction est rapide en solution,

nous avons donc cherché a appliquer ces conditions a la synthése en phase solide.
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2.4.3. Synthese des Boranophosphates sur support solide.

Les premiers essais préliminaires avec la dA ont été effectués sur la Tentagel® que ce
soit avec le complexe BH3; :Me,S ou BH; :DIPEA, mais sans succes. En effet apres clivage du
nucléotide de la résine aucune trace en RMN *'P d’un signal caractéristique 2 90ppm pour un
boranophosphate n’a été observé et seul le phosphonate de la dA a été récupéré.

Certaines données de la littérature font état du pouvoir réducteur du complexe BHj :Me,S
dont les effets est d’induire certaines modifications au niveau de la base [357, 367]. Dans la

suite de la synthese, seul le complexe BH3 :DIPEA a été utilisé.

<) <
: N 5o MW
0-P-0—_o : P _o
H . HsB
0 i, iii OH

K i) BSA, BH;:DIPEA, THF; ii) MeOH:NEt; (1:1); iii) NH,OH 28%. j

Schéma 45: Essai de synthese de 5’-boranophosphate-désoxyadénosine sur support solide.

La littérature rapporte une étude menée par Shaw et al. visant a préparer des
oligodésoxyribonucléosides boranophosphates pour laquelle différents parametres de synthese
ont été modifiés (nature des agents de silylation, nature des agents de boronation et enfin la
nature de la résine) [367]. Cette étude montre que les conditions optimales pour ce type de
transformation utilisent la BSA ou la BSTFA en présence d’un complexe bore-amine sur une
résine CPG.

La synthese a donc été tentée a nouveau sur support solide mais cette fois-ci sur la
LCAA-CPG. Des résultats encourageants ont été obtenus puisque le boranophosphate de la
dA a été obtenu que ce soit en présence de BSA ou de BSTFA. Une mise au point
supplémentaire des conditions de synthese est cependant encore nécessaire.

La syntheése des boranophosphates était d’autant plus intéressante qu’aucun exemple
dans la littérature ne traite de la synthese d’analogues boranophosphates de nucléosides
modifiés. Par ailleurs la synthese des a~borano-triphosphates serait une extension logique a ce

travail.
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2.5. Synthese des analogues triphosphates de la dA

Une des méthodes d’activation de nucléosides monophosphates trés couramment
utilisée, est l'utilisation de carbonyldiimidazole dans la DMF [291]. Cette méthode de
synthese méme si elle requiert des conditions opératoires douces, nécessite I'utilisation d’un
large exces de réactif et surtout nécessite des temps de condensation avec le pyrophosphate
assez longs (>72h). Les conditions de séchage préconisées sont assez draconiennes, ce qui a

dirigé notre choix vers une autre méthode d’activation beaucoup moins contraignante.
2.5.1. Application de la méthode de Bogachev

Nous avons donc essayé d’appliquer en solution, la méthode décrite par Bogachev et

al. [294] tout d’abord sur I’adénosine et par la suite sur la JAMP, sous leur forme Na*.

/ NH, NH, \

I O\\ 9
0-P-07 o . 0 ROP-O0 o
o L1 P\_O o) o}
90’ o ©
2Nat  OH X iii, iv e OH X
X: H ou OH X:H, 35

349%
wcocn)zo, NEt3, CH3CN; ii) NMI, NEt3;, CH3CN; iii) (BuyN);HP,0; CH3CN; iv) NH;0Ac ZSOmy

Schéma 46: Activation des dérivés AMP ou dAMP selon la méthode décrite par Bogachev et

al.

Nous avons tout d’abord voulu nous assurer de la faisabilité de la méthode en
I’appliquant sur I’ Adénosine. La réaction s’est déroulée dans les mé€mes conditions que celles
décrites. Confiant de ce résultat, nous avons poursuivie nos essais, sur la dA cette fois-ci.

Ainsi la dAMP commerciale sous la forme Na* réagit tout d’abord avec 1’anhydride
trifluoracétique en présence de triéthylamine dans le CH3CN. L’ensemble des fonctionnalités
réactives du désoxyribose (amine en N6 et hydroxyle en 3°) est alors protégé et le groupement
monophosphate conduit a une espece activée (ester mixte). Un mélange NMI, NEt; dans
CH;3CN est alors rajouté favorisant I’évolution vers une espece activée du type N-méthyl-
imidazolium dont la formation a pu étre visualisée par RMN *'P avec un déplacement
caractéristique a (-14ppm). L’espéce activée ainsi formée peut réagir avec le pyrophosphate

(BusN);HP,07 (36) en solution dans CH3CN. Le suivi de la réaction a pu étre effectué par
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RMN °*'P, ce qui a permis de visualiser la disparition des pics correspondant au
monophosphate et a I’espece activée. Il est cependant a noter que dans notre cas de figure, les
temps de réaction pour 1’analogue dAMP ont été plus longs que ceux préconisés pour
I’ Adénosine (jusqu’a 4 heures au lieu d’1h). Finalement un traitement avec une solution
250mM d’NH4OAc permet d’éliminer les groupements trifluoroacétates pour aboutir au
dérivé triphosphate de la dA.

La dATP a été purifiée par CLHP sur une colonne semi-préparative ThermoHypersil®
de type phase inverse, avec un rendement de 34% et une pureté de 98% apres purification
(déterminée apres purification par CLHP sur colonne analytique ThermoHypersil® dans les
mémes conditions). Le rendement de réaction est cependant assez modeste et n’a pu E&tre
optimisé en raison de la perte d’une partie du produit au cours de I’étape de purification. Les
nucléosides triphosphates s’averent étre tres sensibles puisque méme en dépit d’un stockage a
-20°C, une partie du produit s’est hydrolysée, notamment en dérivé monophosphate.

Le produit ainsi obtenu a été caractérisé par RMN 3'p, ESI et CLHP.

La formation du dATP a pu étre confirmé par RMN 31P puisque des déplacements
chimiques caractéristiques a -9,5, - 10 et -20ppm ont été observés.

Le monophosphate de la 8edA obtenu par synthese supportée a donc été testé comme
substrat dans la réaction de Bogachev dans ces mémes conditions. Les temps de réaction pour
chaque étape ont cependant dus é&tre augmentés notamment celle faisant appel au
pyrophosphate qui a nécessité toute une nuit (réaction suivie par CCM). L’analyse par CLHP
a permis de visualiser la formation du triphosphate de la 8edA, mais en faible quantité. Ce
premier test nous a permis de confirmer la faisabilité de la méthode mé€me si elle nécessite
encore une étape supplémentaire de mise au point. La présence d’un groupement R tel que
I’éthyle en position 8 de la désoxyadénosine, semble modifier totalement la réactivité de cette
derniere. Cette réaction devra €étre reprise et étendue aux autres analogues nucléosidiques de

la série.

2.5.2. Synthese des triphosphates sur support solide

2.5.2.1. Etudes préliminaires sur la résine

L’ensemble de la mise au point quant a la synthese des analogues H-phosphonates ou
des monophosphate a été effectué sur la résine Tentagel. C’est tout naturellement que les
premiers essais de syntheése des analogues triphosphates ont été essayés sur cette résine.

Plusieurs méthodes ont été entreprises en phase solide (méthode d’Eckstein,
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I’activation des H-phosphonates suivie d’une étape de pyrophosphorylation, ou encore
I’activation du monophosphate au CDI) mais aucune n’a permis d’obtenir le dérivé
triphosphate attendu. De plus, apres clivage de la résine on récupérait a chaque fois le
pyrophosphate en exces. Ces observations nous ont amené a nous demander si la Tentagel®
était bien adaptée a I’utilisation du pyrophosphate comme réactif en solution. En effet, de part
sa nature polyéthylene glycol, la résine pourrait agir comme chélatant des contre-ions du
pyrophosphate, les empéchant d’agir de facon adéquate. La résine Tentagel® semble &tre
inadéquate et incompatible a la synthese de triphosphates de nucléosides.

Nous nous sommes donc tournés vers la LCAA-CPG en adaptant la méthode de

Bogachev qui nous a permis d’avoir les résultats les plus prometteurs (schéma 47).

NH,
0 N~"SN
Q %
oF 0 <1
/ '/ N
NH, ©0 8—/P\ C N
N SN O O—I?—O 0
1) o
0 N7 N OH
-O-P-0 0 ) 35
(')_ Méthode de Bogachev
©) +
HNEt; NH2
Q Ay
<N w
Résine: LCAA-CPG 9 N
-O—FI’—O o
o
OH
i) (COCF3),0, NEt;, CH3CN, 0°C; i) NMI, NEt3, CH;CN, 0°C; 62

iii) (BU4N)3HP207’ CH3CN, OQC; iV) NH4OH 28%.

Schéma 47 : Syntheése du dATP en suivant la méthode de Bogachev sur support solide de type
LCAA-CPG.

L’ensemble des conditions mis au point sur la Tentagel® a été repris et appliqué a la
LCAA-CPG-COzH pour accéder au monophosphate de la dA. La résine, sur laquelle est
immobilisé le monophosphate de la dA est préalablement séchée sous pression réduite avant
d’étre engagée dans la réaction de Bogachev. En raison des conditions opératoires et
notamment en raison de la température préconisée pour cette réaction, il était indispensable
d’effectuer la réaction dans un bicol et sous agitation. Les temps de réaction, notamment pour

les étapes d’activation ont été augmentés jusqu’a lh. Une fois le pyrophosphate ajouté (a
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0°C), la résine est maintenue sous une légere agitation pendant trois jours. Apres clivage de la
résine, le mélange réactionnel a été analysé par RMN 1P et par CLHP. En RMN du *'P nous
avons observés les déplacements caractéristiques du monophsphate et du triphosphate de la
dA.

Par ailleurs les analyses par CLHP du brut de réaction seul et du mélange obtenu en
présence d'un échantillon de référence, confirment la formation du triphosphate de la dA.
L'analyse du chromatogramme montre que la conversion reste partielle puisque le produit

majoritaire reste le monophosphate de la dA (figure 11).

Auto-Scaled Chromatogram
| 3
2001 dAMP (68,4%) ¢
dATP (31, 5%)
© Colonne dC18.
150 E Gradient sur 20 min avec un débit de
1 | 0,5mL.min” de 100% TEAA (0,25M)
H vers 100% MeOH.
25
< ] t ﬂ
1.00 i
] N
1
0.50+ il
° T T LI A B B SR S B B L A R
200 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Figure 11: Chromatogramme CLHP du brut de réaction isolé apres clivage de la résine
LCAA-CPG.

En réduisant les temps de couplage lors de 1’étape de condensation du pyrophosphate
sur la dAMP activée, aucune trace du triphosphate n’a été décelée.

La LCAA-CPG semble étre mieux adaptée a de tels composés, ainsi que la méthode
de synthese choisie. La méthode de synthése de Bogachev a pu étre transposée a la
désoxyadénosine que ce soit en milieu homogene, mais également sur support solide. Une
mise au point est cependant nécessaire afin d’améliorer les rendements de conversion et

éventuellement transposer cette méthode a la préparation des analogues triphosphates de la
dA.

C. Conclusion

Au cours ce chapitre nous avons exploré plusieurs approches pour essayer de préparer

les analogues nucléosidiques modifiés en positon 8 de la dA sous leur forme triphosphate. Cet
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objectif n’a pas pu €tre atteint et cela en dépit des efforts importants menés essentiellement en
synthése homogene. Nous avons néanmoins réussi a mettre au point une méthode de synthese
assez douce et compatible avec un certain nombre de modifications qui nous a permis
d’accéder aux analogues phosphonates et monophosphates de nos dérivés. Nous avons
également pu I’étendre a la synthese d’analogues boranophosphates et triphosphates, mais une
mise au point supplémentaire reste a effectuer. Il semblerait que la réactivité plus faible de ces
bases modifiées en partie due a I’encombrement stérique généré par certaines modifications,

soit a I’origine des difficultés rencontrées.
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

Les indications générales pour la partie « matériels et méthodes » ont été données dans la

partie expérimentale du chapitre I1.

Synthese du triphosphate de la dA selon la chimie des phosphoramidites

5’-O-DMTr-2’dA (30)

NH>
N X
N
<1
NN
DMTrO
(0]
OH
C31H31N505
Masse exacte: 553,23

La désoxyadénosine (1g; 4mmol) est solubilisée dans la pyridine anhydre (12mL) sous
agitation et atmosphere d’argon. A cette solution est ajouté successivement de la DMAP
(244mg; 2mmol) puis le DMTrCl (2g; 6mmol). L’évolution de la réaction est contrdlée par
CCM dans un mélange CH,Cl,/ MeOH (90:10). Au bout de 4 heures, la réaction est arrétée en
rajoutant du MeOH (5mL) et en ramenant le pH de la solution a neutralité a I’aide de NEts. Le
mélange réactionnel est évaporé de moitié et repris dans du CH,Cl, (20mL). La phase
organique est lavée avec une solution saturée d’NaHCO; (20mL), de I’'H,O (20mL) et de la
saumure (20mL) avant d’étre séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est
purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCl; et 1% de NEts. Le produit est élué avec un
gradient de MeOH (de 0% a 4%) dans un mélange CHCls/ NEt3 1% permettant ainsi d’obtenir
apres évaporation des solvants et lyophilisation le composé (30) avec un rendement de 60%

(1,3g; 2,36mmol).

RMN 'H (CDCl;, 200MHzZ): 8,28 (1H, s, H8); 7,95 (1H, s, H2); 7,40-7,19 (9H, m, DMTr);
6,81-6,77 (4H, m, DMTr); 6,43 (1H, dd, J;=],= 6,4Hz, H1); 5,70 (2H, s, NH,); 4,71-4,64
(1H, m, H3’); 4,17-4,11 (1H, m, H4’); 3,77 (6H, s, CH30); 3,41-3,39 (2H, m, H5’); 2,88-2,75
(1H, m, H2’); 2,58-2,46 (1H, m, H2’);

RMN C (CDCl;, 50,3Hz): 158,4 (Cry DMTY); 155,45 (C4); 152,8 (C2); 149,3 (C8); 144,45
(C6); 138,8 (Cry DMTr); 135,6 (Cry DMTr); 129,9-119,8 (CH DMTr + C5); 113,1 (CH
DMTr); 86,4 (C4’); 86,1 (C1°); 72 (C3’); 63,7 (C5°); 55,1 (CH;0); 40,4 (C2’);
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ESI SM négatif (m/z): 552,2 [M-H]; 588 [M+ CI'].

3’-Acétyl-5’-O-DMTr-2’-dA (31)

NH>
N X
N
¢
N™ N
DMTrO
(0]
OAc
C33H33N504
Masse exacte: 595,24

Le composé (30) (271mg; 0,49mmol) est dissous dans la pyridine anhydre (1,7mL)
avant de rajouter successivement la DMAP (30mg; 0,245mmol) et I’anhydride acétique
(70uL; 0,73mmol). L’ensemble est sous agitation et atmosphere d’argon. La disparition de
I’alcool de départ est suivie par CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5). Au bout de 2
heures, la réaction est arrétée en rajoutant du MeOH et le mélange réactionnel est repris dans
du CH,Cl, (10mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée d’NaHCOs3
(10mL), de ’'H,O (10mL) et de la saumure (10mL). Elle est séchée sur Na,SOy, filtrée et
évaporée. Le brut de réaction est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCI; et 1% de
NEts. Un gradient en MeOH (de 0 a 3%) dans le mélange CHCIs/ NEt; 1% permet d’obtenir

le composé (31) avec un rendement de réaction quantitatif (292mg; 0,49mmol).

RMN 'H (CDCl;, 200MHzZ): 8,28 (1H, s, H8); 7,98 (1H, s, H2); 7,41-7,21 (9H, m, DMTr);
6,8-6,7 (4H, m, DMTr); 6,46 (1H, dd, J;= 5,8Hz, J,= 8,4Hz, H1"); 6,26 (2H, s, NH,); 5,5-5,47
(1H, m, H3’); 4,27-4,26 (1H, m, H4’); 3,75 (6H, s, CH30); 3,42 (2H, m, H5); 3,06-2,8 (1H,
m, H2); 2,6-2,5 (1H, m, H2"); 2,08 (3H, s, CHs).

RMN "C (CDCl;, 50,3MHz): 170,2 (CO); 158,5 (Cry DMTr); 155,6 (C4); 152,9 (C2); 149,6
(C8); 144,3 (C6); 138,4 (Crv DMTr); 135,49 (CH DMTr); 129,9-126,8 (CH DMTr); 119,7
(C5); 113,23 (CH DMTr); 86,6 (C3’°); 84,15 (C1°); 75,18 (C4°); 63,6 (C5’); 55,12 (CH30);
38,08 (C2’); 21 (CHa).

ESI SM positif (m/z): 595,6 [M+H]; 302,8 [DMTr].
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3’-acétyl-5’-0O-DMTr-N6-diméthylformamidine-2’-dA (32)

NCHNMe,
N \N

7

<N | P

DMTrO
o

OAc

C36H38N6Og
Masse exacte: 650,29

Le composé (31) (500mg; 0,84mmol) est solubilisé dans la DMF anhydre (2,8mL). Le
N,N’-diméthylformamidine-diméthylacétale (565uL; 4,2mmol) est ajouté sous atmosphere
inerte a température ambiante. L’évolution de la réaction est suivie sur CCM dans un mélange
CH,Cly/ MeOH (95:5). Elle est arrétée au bout de 4 heures en rajoutant de I’AcOEt (SmL). La
phase organique est alors lavée avec H,O (2*10mL) et de la saumure (10mL) avant d’étre
séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le produit obtenu est suffisamment pur pour ne pas
nécessiter d’étape de purification supplémentaire. Le composé (32) a été obtenu avec un

rendement de 93% (511mg; 0,78mmol).

RMN 'H (CDCL;, 200MHz): 8.9 (1H, s, NCH); 8,5 (1H, s, H8); 8,1 (1H, s, H2); 7,36-7,22
(9H, m, DMTr); 6,8-6,77 (4H, m, DMTr); 6,5 (1H, dd, J;= 5,7Hz, J,= 8,9Hz, H1’); 5,52-5,48
(1H, m, H3’); 4,28-4,24 (1H, m, H4’); 3,7 (6H, s, CH30); 3,43-3,41 (2H, m, H5"); 3,26 (3H,
s, NCH3); 3,2 (3H, s, NCH3); 2,95-2,85 (1H, m, H2"); 2,66-2,58 (1H, m, H2"); 2,1 (3H, s,
CH).

RMN "C (CDCL;, 50,3MHz): 171 (CO); 159,5 (Crv DMTr); 158,54 (NCH); 154.9 (C4);
153,15 (C2); 147,9 (C8); 144,8 (C6); 143 (Crv DMTr); 130-128 (CH DMTr); 113,6 (CH
DMTr); 89,1 (Civ DMTr); 84,6 (C3’); 84,3 (C17); 75,8 (C4’); 64,1 (C5’); 55,6 (OCHas); 41,7
(CH3N); 38,6 (C2°); 35,6 (CH3N); 21,4 (CHz).

ESI SM positif (m/z): 650,7 [M+H]; 672,6 [M+Na"].
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3 -acétyl-No6-diméthylformamidine-2’dA (33)

NCHNMe,
N B
N
< I
NT N
HO
(0]
OAc
C15Hz0N6O4
Masse exacte: 348,15

Le composé (32; 300mg; 0,46mmol) est mis en solution dans un mélange DCA
3%/CH,Cl, (15,4mL) fraichement préparé. La réaction est arrétée au bout de Smin apres
contrdle par CCM dans un mélange CH,Cly/ MeOH (95:5). Le pH du mélange réactionnel est
ramené a neutralité en rajoutant goutte a goutte une solution saturée d’NaHCOs. La phase
organique est diluée dans du CH,Cl, (10mL) et lavée avec une solution saturée d’NaHCO;
(15mL), de I’'H,0 (15mL) et de la saumure (15mL) avant d’étre séchée sur NaySOy, filtrée et
évaporée. Le brut réactionnel est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCIl; et le
produit est élué avec un gradient de MeOH (de 0 a 4%). Le composé (33) est obtenu avec un

rendement de 88% (141mg; 0,40mmol).

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 8,9 (1H, s, NCH); 8,4 (1H, s, H8); 7,9 (1H, s, H2); 6,25 (1H, dd,
Ji= 5,4Hz, J,= 10Hz, H1"); 5,52-5,5 (1H, m, H3’); 4,27 (1H, m, H4’); 3,97-3,8 (2H, m, H5");
3,21 (3H, s, NCHs); 3,17 (3H, s, NCHs) 3,14-3,07 (1H, m, H2’); 2,42-2,32 (1H, m, H2’); 2,07
(3H, s, CHs).

RMN "C (CDCL;, 50,3MHz): 170,2 (CO); 158,5 (NCH); 158,1 (C4); 151,9 (C2); 147,9 (C8);
141,1 (C6); 120,1 (C5); 88,1 (C3); 87,8 (C1’); 76,9 (C4°); 63,7 (C5’); 41,8 (CH3N); 38,01
(C2’); 35,7 (CH3N); 21,5 (CHa).

ESI SM positif (m/z): 348,8 [M+H"].
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Tris(tributylammonium)-hydrogénopyrophosphate (Bus;NH);HP>07 (34)

Une colonne échangeuse de cations de type DOWEX 50X*8 sous la forme H" est
préalablement préparée. Pour cela la résine sous sa forme commerciale Na* est lavée plusieurs
fois a I’eau MilliQ avant d’étre déposée dans une colonne de 35cm de longueur et 2,5cm de
diametre. 200mL d’une solution de NaOH a 1M est fraichement préparée et rajoutée a la
résine. Le débit requit est de 1 goutte/min. Une fois que le pH a atteint un pH basique
(pH:14), plusieurs lavage a I’eau sont nécessaires pour revenir a neutralité. Une solution
d’HCI a 1M (200mL) est alors ajoutée a la résine et éluée au méme débit (1goutte/min). Apres
s’étre assuré que le pH est bien acide (pH: 1), le pH est a nouveau ramené a neutralité par
plusieurs lavages successifs a I’eau. Le tétrasodiumhydrogénopyrophosphate (3g; 6,72mmol)
est dissout dans de I’'H,O (SmL) et gardé sous agitation jusqu’a dissolution complete. La
solution ainsi obtenue est rajoutée a la résine sous sa forme H' et le produit est élué avec le
méme débit (1 goutte/min). Le produit commence a &tre élué lorsque le pH de la solution
devient acide (pH:1). La fraction acide est récoltée dans un billon contenant de 1I’EtOH
(50mL) et de la tributylamine refroidit par un bain de glace jusqu’a atteindre un pH de 5-6. La
solution est évaporée jusqu’a obtenir une huile. Elle est coévaporée avec du CH3;CN (3*
50mL) et de I’acétone (3*50mL) jusqu’a obtenir a nouveau une huile. Cette huile est reprise
dans du benzéne et lyophilisée pendant la nuit. On obtient alors un solide amorphe avec un
rendement de 95% (4,7g; 6,38mmol) que 1’on remet en solution dans du CH3CN anhydre pour

obtenir une solution a 0,5M.

Tris(tétrabutylammonium)hydrogéno pyrophosphate. (BuyN);HP>07(36)

La résine est préparée dans les mémes conditions que précédemment. Le
tétrasodiumhydrogénopyrophosphate est mis en solution dans une solution a 10% d'NH4OH et
déposé sur la résine. Le produit est élué avec le méme débit (1goutte/min) et récupéré dans un
ballon refroidit & 0°C par un bain de glace. Une fois la totalité de produit récupéré (pH 5-6), le
pH est ramené a neutralité en rajoutant de 1’hydroxide de tétrabutylammonium. La solution
est alors évaporée et les cycles de coévaporation et de lyophilisation décrits précédemment
sont réalisés. Le solide obtenu apres lyophilisation est repris dans du CH3CN anhydre pour
obtenir une solution a 0,5M.

Le titre des deux solutions préparées de (BusNH);HP,0O; et de (BusN);HP,O7 a été vérifié par
RMN *'P. Pour cela une quantité connue de dibenzyl-phosphite est solubilisée dans du

CDsCN et la méme quantité théorique de pyrophosphate en solution est également prélevée et
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rajoutée a la solution précédente. Le dibenzyl-phosphite sert ainsi de référence interne. La
quantité d’eau résiduel présente dans les deux solutions de (BusNH);HP,O; et de
(BusN);HP,07 a été vérifiée par RMN 'H en utilisant les solutions précédentes. Le dibenzyl-
phosphite sert a nouveau de référence interne. Cette étude par RMN a permis de montrer la

présence de 3 molécules d’H,O.

5 -triphosphate-2’-dA (35)

Remarque : Le composé 5’triphosphate-désoxyadénosine étant connu, je ne décrirais dans
cette partie que les modes opératoires suivis pour y accéder. Les caractéristiques spectrales

(RMN 'H, 31P) seront données par la suite.

o o NH,
O\ /O S N
N
F-0 0 .
O //P—O\ /O N N
7 - o
OH
C1oH2N50,P3*

Masse exacte: 486,97

Le composé (33; 50mg; 0,14mmol) est repris dans CH»Cl, anhydre (400uL) et la
DIPEA (100uL; 0,58mmol) est rajoutée sous pression d’argon; Le chloro-N,N’-
diisopropylamine-cyanoéthyl-phosphoramidite (48uL; 0,22mmol) est également solubilisé
dans du CH)Cl, anhydre (100uL) et rajouté goutte a goutte au mélange préparé
précédemment sous pression d’argon et agitation constante. L’évolution de la réaction est
controlée sur CCM dans un mélange cyclohexane/acétone (50:50). Les réactifs de
phosphorylation (BusNH);HP,O7 en solution dans la DMF (C= 0,5M; 1,2mL) ainsi que la
tributylamine (150uL; 0,62mmol) sont rajoutés successivement. La réaction est maintenue
pendant 12 heures sous agitation (CCM : isPrOH/ NH4OH 28%/ H,O (7:2:1)) avant qu’une
solution fraichement préparée d’I, (0,1M; 2,2mL) dans un mélange Pyridine/H,O (98:2) soit
rajoutée. La réaction se poursuit pendant une heure avant d’ajouter une solution aqueuse
d’NH4OH 28%. Le mélange réactionnel est évaporé sous le vide de I’évaporateur rotatif et
purifié par CLHP sur colonne C;3 ThermoHypersil Hypurity Su (250*10mm). Pour cela un
gradient de 100% TEAA (0,25M) vers 100% de MeOH sur 30 min est appliqué avec un débit
de 3mL.min™". Le triphosphate de la dA (36) est obtenu avec un rendement de 43%, déterminé

par mesure de 1’absorbance en spectroscopie UV-visible a 260nm.
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Synthése du 5’ -triphosphate-2’-dA en suivant la méthode de Bogachev.

Dans un bicol contenant la JAMP sous sa forme Na® (95,4mg ; 0,27mmol) est rajouté
du CH;CN anhydre (1mL) et de 1a NEt; anhydre (480uL; 3,44mmol). L’ensemble est refroidit
par un bain de glace a 0°C. Une solution d’anhydride trifluoroacétique (480uL; 3,4mmol)
dans du CH3CN (300uL) est également préparée a froid et rajoutée goutte a goutte a la
solution précédente. Le mélange réactionnel est maintenu a 0°C pendant 15min a la suite
desquels I’exces de trifluoroacétique est évaporé sous le vide de la pompe a palette. Pour cela
le bicol est relié au vide de la pompe via un piege refroidit a -78°C. On obtient alors une huile
jaune que 1’on refroidit a nouveau a 0°C. Une solution de NMI (72uL; 0,9mmol), de NEt3
(315uL ; 2,26mmol) dans du CH3CN (300uL) est préparée a froid et rajoutée au mélange
réactionnel. La réaction peut évoluée a cette température pendant une heure. (BusN);HP,O,
en solution dans du CH3CN (C=0,5M; 1,ImL; 0,55mmol) est déposé dans un schlenk sous
argon. La solution est refroidit & 0°C et la solution de monophosphate activé, préparée
précédemment est rajoutée goutte a goutte. La réaction peut alors évoluer a température
ambiante et son évolution est suivie sur CCM dans un mélange EtOH/ NH4,OH 28%/ H,O
(8:1:1) et par RMN 31p dans du CD;CN. Au bout de 4h, une solution d’NH,OAc (250mM;
3mL) est rajoutée et I’ensemble est maintenu sous agitation pendant 15min. Le mélange
réactionnel est repris dans du CHCIs, et la phase organique est extraite trois fois avec de
I’H,0. La phase aqueuse ainsi récupérée est évaporée sous le vide de la pompe a eau. Le brut
réactionnel est analysé par CLHP sur une colonne C;3 ThermoHypersil Hypurity (Su;
250*4mm) avec un gradient de MeOH de 0 & 100% dans du TEAB et un débit de ImL.min™".
Le produit a également été purifié sur une colonne semi-préparative C;3 ThermoHypersil
Hypurity (S5p; 250*10mm) dans les mémes conditions d’élution et un débit de 4mL.min™. Le
produit est analysé par CLHP (pureté de 97%) et est obtenu, avec un rendement de
purification de 34% déterminé par mesure de I’absorbance en spectroscopie UV-visible a

260nm.

RMN 'H (MeOD, 200MHz): 8,4 (1H, s, H8); 8,1 (1H, s, H2); 6,37 (1H, dd, J;=J,= 6,8Hz,
HI’); 4,65-4,61 (1H, m, H3"); 4,6-4,46 (1H, m, H4"); 4,1-4,05 (2H, m, H5"); 3,13-3,03 (6H,
q, CHy); 2,74-2,6 (1H, m, H2’); 2,38-2,3 (1H, m, H2’); (9H, t, J= 7Hz CHs).

RMN ’'P (MeOD, 80.9MHz): -9,5 (1P, d, Jp.p=18,3Hz, P); -10,2 (1P, d, Jp.p=18,9Hz, P); -
20,8 (1P, m, P).
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ESI SM négatif (m/z): 329,9 [dIAMP-H] ; 409,9 [dADP-H] ; 489,9 [dATP-H]

Synthése du monophosphate de la 8vdA (8vdA-MP)

8-Bromo-5’-0O-DMTr-N6-diméthylformamidine-2’dA (37)

NCHNMe»
/N AN N
Br— ' | B

DMTrO
)

OH

C34H35BrNgOs
Masse exacte: 686,19

N

Le composé 8-Bromo-5’-O-DMTr-2’-désoxyadénosine (500mg; 0,8mmol) est
solubilisé dans la DMF (2,65mL) anhydre avant de rajouter sous pression d’argon et agitation
constante, le N,N’-diméthylformamide-diméthylacétale (535uL; 4mmol). L’avancement de la
réaction est suivie par CCM dans un mélange CH,Cl,/ MeOH (95:5). De I’AcOEt (SmL) est
rajouté au bout de 4 heures et la phase organique est lavée successivement avec de 1’H,O
(2*10mL) et de la saumure (10mL), séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le composé (37)

est obtenu avec un rendement de 91% (502mg; 0,73mmol) sans purification supplémentaire.

RMN'H (CDCls, 300MHz): 8,82 (1H, s, NCH); 8,25 (1H, s, H2); 7,39-7,17 (9H, m, DMTr);
6,77-6,73 (4H, m, DMTr); 6,42 (1H, dd, J1=J,= 6,7Hz, H1’); 4,96-4,94 (1H, m, H3’); 4,12-
4,10 (1H, m, H4’); 3,75 (6H, s, CH30); 3,56-3,50 (1H, m, H2’); 3,41 (2H, dd, Jax= 1,85Hz,
Jsx= 2,5Hz, Jag= 5,6Hz, H5’); 3,2 (3H, s, NCH3); 3,17 (3H, s, NCHj3); 2,38-2,30 (1H, m,
H2’).

RMN "C (CDCls, 75,4MHz): 158,37 (Cry DMTr); 157,9 (NCH); 152,3 (C4); 152,1 (C2);
144,7 (C8); 135,9 (C6); 130-127,7 (CH DMTr); 126,7 (C5); 113 (CH DMTr); 86,2 (C1°);
85,8 (C3’); 72,9 (C4); 63,8 (C5°); 55,2 (CH30); 41,2 (NCH3); 36,8 (C2’); 35,2 (NCH3).

ES SM positif (m/z): 686,7 [M]; 688,5 [M’] en fonction de 1’abondance isotopique du brome.
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8-bromo-5’-ODMTr-N6-Diméthylformamidine-3’-isobutyryl-2’-dA (38)

NCHNMe»
L
Br \ |N/)

DMTrO
@)

0]

-

C35HyBrNgOgq
Masse exacte: 756,23

Le composé (37) (500mg; 0,727mmol) est dissous dans la pyridine (2,5mL) avant de
rajouter la DMAP (8,8mg; 0,073mmol) suivie de 1’anhydride isobutyrique (242uL;
1,45mmol). Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation et atmosphere d’argon pendant
4 heures (CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5)). Le mélange réactionnel est repris
dans du CH,Cl, avant d’étre lavée avec une solution aqueuse saturée d’NaHCOs, de I’'H,O
(2*15mL) et de la saumure (15mL). La phase organique est séchée sur Na,SOy, filtrée et
évaporée. Le brut réactionnel est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCl; et élué
avec un gradient de MeOH (de 0 a 3%). Le composé (38) est obtenu avec un rendement de

réaction de 90% (490mg; 0,65mmo).

RMN "H (CDCL;, 300MHz): 8,82 (1H, s, NCH); 8,20 (1H, s, H2); 7,41-7,16 (9H, m, DMTr);
6,76-6,70 (4H, m, DMTr); 6,42 (1H, dd, J,=J,= 7,1Hz, H1’); 5,65-5,62 (1H, m, H3’); 4,29-
4,26 ( 1H, m, H4’); 3,9-3,83 (1H, m, H2’); 3,76 (6H, s, CH;0); 3,44-3,40 (2H, m, H5’); 3,24
(3H, s, NCHs); 3,19 (3H, s, NCHz3); 2,62-2,56 (1H, m, CH); 2,34-2,26 (1H, m, H2’); 1,21
(3H, s, CH3); 1,94 (3H, s, CH3).

RMN "C (CDCls, 75,4MHz): 1763 (CO); 158,3 (Cry DMTr); 157,8 (NCH); 1524 (C4);
152,1 (C2); 144,7 (C8); 136,0 (C6); 130,1-126,7 (CH DMTr); 126,6 (C5); 112,9 (CH DMT);
86,1 (C1°); 84,2 (C3’); 75,1 (C4’); 63,8 (C5’); 55,1 (CH;0); 41,3 (CH); 35,2 (CH3N); 34,4
(C2’); 33,9 (CH3N); 18,9 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 757,5 [M+H']; 758,5 [M’+H"].
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8-Bromo-N6-diméthylformamidine-3’-isobutyryl-2’dA (39)

NCHNMe,
Br—<N | N/)

A

C17H23BI‘N604
Masse exacte: 454,10

Le produit (38; 50mg; 0,066mmol) est dissous dans une solution de DCA a 3% dans
du CH,Cl, (2mL) fraichement préparée, sous agitation et pression d’argon. L’avancement de
la réaction est contrdlée par CCM dans un mélange CH,Cl, /MeOH (95:5) avant d’étre
stoppée au bout de 15min en ramenant le pH a neutralité avec une solution aqueuse saturée
d’NaHCOs. La phase organique est lavée plusieurs fois avec de 'H,O (2*¥15mL) et de la
saumure (15mL), séchée sur Na,SQy, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel obtenu sous la
forme d’une huile, est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCI;. Un gradient de
MeOH (de 0 a 5%) permet d’obtenir le composé (39) avec un rendement de 83% (25mg;
0,054mmol)

RMN 'H (CDCI5, 300MHzZ): 8,87 (1H, s, NCH); 8,41 (1H, s, H2); 6,28 (1H, dd, J;= 5,4Hz,
Jo,= 10Hz, H1’); 5,55-5,53 (1H, m, H3’); 4,20-4,18 (1H, m, H4’); 3,98-3,88 (3H, m, HS’);
3,24 (3H, s, NCH3); 3,20 (3H, s, NCH3); 3,22-3,12 (1H, m, H2’); 2,65-2,56 (1H, m, CH);
2,37-2,31 (1H,m, H2’); 1,21 (3H, s, CH3); 1,18 (3H, s, CH3).

RMN B¢ (CDCl;, 75,4MHz): 176,5 (CO); 159,0 (NCH); 158,1 (C4); 152.4 (C8); 151,7 (C2);
151,3 (C6); 128,2 (C5); 88,2 (C1); 87,6 (C3’); 76,0 (C4’); 63,2 (C5°); 41,4 (NCH;); 36,8
(C2’); 35,4 (NCH3); 33,8 (CH); 18,8 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 4549 [M+H']; 455,9 [M+H']; 456,9 [M’]; 458 [M’+H']; 476,9
[M+Na']; 478,9 [M’+Na'].
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8-bromo-N6-diméthylformamidine-3’-isobutyryl-5’-dicyanoéthyl-phosphotriester-2’dA (40).

NCHNMe»
Br

NC(CH2)2Q //O N N/)

/P—O
NC(CH>)>,0 (0]

(0]
OZW/
C23H30BI‘N807P
Masse exacte: 640,12

L'alcool libre (39) (74mg; 0,183mmol) est dissous dans un minimum de CH,Cl,
(300uL) avant de rajouter le tétrazole (30mg; 0,42mmol). Le réactif de phosphitylation (41)
(60uL; 0,22mmol) est également dissous dans un minimum de CH,Cl, (300uL) avant d'étre
rajouté au mélange réactionnel. L'ensemble est sous agitation et sous pression d’argon. Au
bout de 4 heures (controle sur CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5)) le
phosphotriester est oxydé par une solution de I, (2,7mL, a 0,1M) dans un mélange lutidine
THF/ H,O (45:45:10). L’exces d’I, est neutralisé au bout de 30 min de réaction par une
solution aqueuse d’NaHSOsa 40%. La phase organique est lavée avec de I’'H,O (2* 15mL) et
de la saumure (15mL). Elle est séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le mélange réactionnel
est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCI; et le produit est élué avec un gradient
de MeOH (de 0 a 3%) dans du CHCls. Le composé (40) est obtenu avec un rendement de 65%
(70mg; 0,12mmol).

RMN 'H (CD,CL, 200 MHz): 8,91 (1H, s, NCH); 8,45 (1H, s, H2); 6,44 (1H, dd, J;=l,=
6,8Hz, H1"; 5,69-5,62 (1H, m, H3'); 4,46-4,23 (4H, m, CH,0); 4,21-4,10 (3H, m, H5' et H4');
3,89-3,75 (1H, m, H2"); 3,21 (3H, s, NCH3); 3,20 (3H, s, NCH3); 2,74-2,6 (SH, m, CH.CN et
CH); 2,55-2,41 (1H, m, H2"); 1,22 (3H, s, CH3); 1,18 (3H, s, CHs).

RMN *'P (CD,CL, 80MHz) : -2,2 (1P, s).
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N,N’-diisopropyl-dicyanoéthyl-phosphoramidite (41)

NC(CH2)20< P/O(CH2)QCN

I
Y N j/
C12H2N30,P
Masse exacte: 271,14

L'hydroxypropionitrile (80uL; 1,16mmol) et la DIPEA (202uL; 1,16mmol) sont mis
en solution dans du CH,Cl, et refroidit par un bain d’eau glacée a 0-4°C. Le mélange est sous
agitation  pendant 10min  avant de rajouter le  chloro- N,N’-diisopropyl-
cyanoéthylphosphoramidite (250uL; 1mmol). Le suivi de la réaction se fait sur plaque
d'alumine (100% éther) et le produit est révélé a I’iode. La réaction est stoppée au bout d'une
heure par rajout d’AcOEt (10mL) distillé. La phase organique est lavée trois fois avec un
tampon phosphate a pH 7 (3*10mL) avant d’étre séchée sur Na,SOy, filtrée, et évaporée. Le
brut réactionnel est purifié sur une colonne d'alumine de 5 cm de hauteur conditionnée et élué

avec de 1'éther. Le réactif (41) est obtenu avec un rendement de 75% (234mg; 0,86mmol)

RMN 'H (CD,CL, 200 MHz): 3,91-3,77 (4H, m, CH,0); 3,68-3,56 (2H, m, CH); 2,68-2,61
(4H, m, CH,CN); 1,21 (6H, s, CHz); 1,17 (6H, s, CH3).

RMN *'P (CD,Cl,, 80 MHz): 150 (1P, s) .

8-vinyl-N6-diméthylformamidine-3’-isobutyryl-5’-dicyanoéthyl-phosphotriester-2’dA (42)

NCHNMe,

C(CHyQ 0 \_< f\
o )
)\(

CysH33NgO,P
Masse exacte: 588,22

Dans un schlenk le composé (40) (65mg; 0,1 1mmol) est dissous dans la NMP (400uL)
a température ambiante. Le catalyseur Pd(PPhs)s (11,5mg; 0,01mmol) est alors ajouté et le

milieu réactionnel dégazé par trois cycles vide-argon successifs. Le tétravinylétain (41uL;
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0,22mmol) est alors ajouté. Le milieu réactionnel est a nouveau dégazé avant de chauffer
I’ensemble sous argon, a 110°C. Au bout de 30 min de réaction (contréle par CCM dans un
mélange CHCIs/ MeOH (95:5)) de I’EtOAc (5 mL) et de I’eau (SmL) sont ajoutés. Le
catalyseur est filtré sur célite et le filtrat est récupéré pour étre lavé a I’eau (2*15mL) et par de
la saumure (1* 15mL). La phase organique sera séchée sur Na SOy, filtrée et évaporée. Le
brut réactionnel est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCI; et élué par un gradient
de MeOH (de 0 a 3%) dans du CHCI3. On obtient alors le produit (42) avec un rendement de
36% (21mg; 0,036mmol).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz): 8,92 (1H, s, NCH); 8,5 (1H, s, H2); 6,91 (1H, dd, J;=11,1Hz et
Jo=17,1Hz; Hyinyie); 6,67 (1H, dd, J; = 1,50Hz et J, = 17,1Hz; Hrran); 6,46 (1H, dd, J1=J»= 6,9
Hz; H1'); 5,77 (1H, dd, J; = 1,50Hz et J, =11,1Hz; Hcy); 5,62-5,58 (1H, m, H3'); 4,47-4,40
(1H, m, H4'); 4,26-4,16 (6H, m, CH,O et H5"); 3,72-3,67 (1H, m, H2'); 3,26 (3H, s, NCH3);
3,20 (3H, s, NCH3); 2,72-2,56 (5H, m, CH,CN et CH); 1,20 (3H, s, CHz3); 1,24 (3H, s, CH3).

RMN *'P (CDCl;, 80Hz): -1,95 (1P, s).

Synthése du monophosphate de la 8-éthyl-désoxyadénosine (8edA-MP)

8-éthyl-5’-0-DMTr-3 -acétyl-2 ' dA (44)

NH,
N S
N
= B
NN
DMTrO
(@]
OAc
C35H37N50¢

Masse exacte: 623,27

Le composé (13; 254mg; 0,44mmol) est mise en solution dans la pyridine anhydre
(1,5mL) avant de rajouter la DMAP (27mg; 0,22mmol) et 1’anhydride acétique (62uL;
0,66mmol) successivement. Le milieur réactionnel est maintenu sous pression d’argon et
agitation constante. L’avancement de la réaction est suivie sur CCM dans un mélange
CH,Clo/MeOH (95:5). La réaction est arrétée au bout de 2 heures en rajoutant du CH,Cl,. La
phase organique est lavée avec de I’'H,O (10mL) et de la saumure (10mL) avant d’étre séchée

sur NaySOy, filtrée et évaporée. Le mélange réactionnel est purifié sur gel de silice
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conditionné avec du CHCI; et un gradient de MeOH (de 0 a 3%) dans du CHCl3 permet
d’obtenir le produit (44) avec un rendement de 82% (225mg; 0,36mmol).

RMN 'H (CDCl3, 200MHZ): 8,05 (1H, s, H2); 7,42-7,18 (9H, m, DMTr); 6,8-6,7 (4H, m,
DMTr); 6,28 (1H, dd, J;= 6,3Hz et J,= 8,2Hz, H1’); 5,63-5,6 (1H, m, H3’); 5,4 (2H, s, NH);
4,27-4,20 (1H, m, H4’); 3,77 (6H, s, CH30); 3,75-3,7 (1H, m, H2"); 3,44-3,40 (2H, ABX,
Jax= 2,6Hz, Jgx= 3Hz, Jag=7,6Hz, H5’); 2,98-2,94 (2H, q, J=7,1Hz, CHy); 2,36-2,25 (1H, m,
H2%); 2,12 (3H, s, CH3); 1,40-1,33 (3H, t, J=7,5Hz, CH3).

RMN *C (CDCL;, 50,3MHz):170,6 (CO); 158,8 (Cry DMTr); 158,7 (C4); 155 (C8); 151,9
(C2); 151,44 (C6); 145,12 (Cry DMTr); 136,3 (Crv DMTr); 130,4-127,1 (CH DMTr+ C5);
113,5 (CH DMTr); 86,6 (Crv DMTr); 84,5 (C1°); 84,3 (C3’); 75,7 (C4’); 63,9 (C5); 55,6
(CH30): 35,3 (C2); 22,3 (CH,); 21,5 (CH3); 12,2 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 303,1 [DMTr']; 624,0 [M+H']; 645,9 [M+Na']; 662,2 [M+K].

8-éthyl-3’-acétyl-2’dA (45)

HO
0]
OAc

C14H19N504
Masse exacte: 321,14

Une solution de DCA 3% dans du CH»Cl, (7mL) fraichement préparée est rajoutée
sous pression d’argon au composé (44, 132mg; 0,207mmol). L’avancement de la réaction est
controlée par CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5). Au bout de 15min le pH de la
solution est raméné a neutralit¢ grace a une solution saturée d’NaHCOs;. Le mélange
réactionnel est repris dans du CH,Cl, et la phase organique est lavée avec de ’'H,O (10mL),
une solution aqueuse saturée d’NaHCO; (10mL) et de la saumure (10mL). La phase
organique est séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est purifié sur gel de
silice conditionné avec du CHCl; et un gradient de MeOH (de 0 a 5%) dans du CHCI; permet

d’obtenir le composé (45) avec un rendement de 98% (65mg; 0,20mmol).
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RMN 'H (MeOD, 200MHz): 8,11 (1H, s, H2); 6,34 (1H, dd, J,= 5,72Hz, J,= 9,3Hz, H1");
5,50- 5,47 (1H, m, H3’); 4,22 (1H, m, H4’); 3,93-3,77 (2H, ABX, Jag= 2,04Hz, Jgx= 2,6Hz,
Jap= 12,3Hz, HS’); 3,34-3,09 (1H, m, H2’); 2,99 (2H, q, J=7,4Hz, CH»); 2,50-2,41 (1H, m,
H2%); 2,12 (3H, s, CH3); 1,45-1,37 (3H, t, J=7,5Hz, CH3).

RMN "C (MeOD, 50,3MHz): 172,3 (CO); 156,8 (C4); 155,6 (C8); 152,6 (C2); 150,9 (C6);
119,6 (C5); 87,9 (C3%); 87,1 (C1°); 77,3 (C4’); 64,0 (C57); 37,5 (C2°); 22,1 (CHy); 21 (CHz);
11,8 (CHs).

ESI SM positif (m/z): 322,3 [M+H"]; 344,2 [M+Na'].

8-éthyl-3’-acétyl-5’-dibenzylphosphate-2’dA (46)

NH,

N S
N
BnQ £ N N/
P—-0O

BnO (0]

OAc

C2sH3,N50,P
Masse exacte: 581,20

Le composé (45) (30mg; 0,093mmol) est dissous dans du CH,Cl, (500uL) et le
tétrazole (26mg; 0,372mmol) est rajouté. L’ensemble est refroidi a 0°C par un bain de glace et
maintenu sous agitation et atmosphere d’argon pendant 10min avant d’ajouter le dibenzyl-
N,N’-diisopropylphosphoramidite (34uL; 0,102mmol). Le bain de glace est alors retiré et
I’évolution de la réaction est suivie sur CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5). Apres
deux heures le phosphodiester intermediaire est oxydé en présence d’une solution aqueuse de
BuO,H a 70% (137uL; 0,65mmol). La réaction est maintenue sous agitation pendant 1 heure.
L’exces d’oxydant est neutralisé en rajoutant de la triphénylphosphine (170mg; 0,651mmol).
Le mélange réactionnel est alors repris dans du CH,Cl, (2mL) et la phase organique est lavée
avec une solution aqueuse d’NaHCOs (5mL), de I’'H,O (5SmL) et de la saumure (SmL). Elle et
séchée sur Na,SQy, filtrée et évaporée. Le brut de réaction est alors purifié sur gel de silice
conditionné avec du CHCI; et un gradient de MeOH (de 0 a 5%) permet d’obtenir le produit
(46) avec un rendement de 70% (38mg; 0,065mmol).

RMN 'H (CDCL;, 200MH?): 8,14 (1H, s, H2); 7,26-7,22 (10H, m, aromatique); 6,21(1H, dd,
Ji=7THz, J,= 7,9Hz, H1"); 5,82 (2H, s, NH,); 5,48-5,46 (1H, m, H3"); 4,79 (2H, s, CH,); 4,93
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(2H, s, CH,); 4,40-4,22 (3H, m, H4’ et H5’); 3,65-3,51 (1H, m, H2’); 2,87 (2H, q, J=7,4Hz,
CH,); 2,33-2,23 (1H, m, H2’); 2,07 (3H, s, CHz3); 1,33 (3H, t, J= 7,5Hz, CH3).

RMN B¢ (CDCls, 50,3MHz): 169,9 (CO); 154,4 (C4); 154,1 (C8); 151,8 (C2); 150,7 (C6);
135,5 (Civ aromatique); 128,3 (CH aromatique); 127,7 (CH aromatique); 84,05 (C3’); 82,6
(C17); 74,4 (C4); 69,23 (CHyp); 69,18 (CHy); 66,3 (C5’); 34,4 (C2°); 21,6 (CHy); 20,8 (CH3);
11,7 (CHs).

RMN *'P (CDCL;, 80MHz): 0,14 (1P, q, P-0).

8-éthyl-3’-acétyl-5’-monophosphate-2’-dA (47)

OAc
C14H1gNs07P*
Masse exacte: 399,10

Le composé (46) (24,3mg; 0,042mmol) est repris dans un schlenk et dissous dans de
EtOH (150upL), avant de rajouter du NaHCO; (7mg; 0,084mmol) et du Pd/C (5mg;
0,0042mmol). Le mélange réactionnel est dégazé par trois cycles successifs vide-hydrogene,
avant de laisser la réaction evoluée a température ambiante et sous pression d’hydrogene. La
réaction est suivie sur CCM dans un mélange iPrOH/ NH4OH 28%/ H,O (7:2:1). Au bout de
4 jours, de ’EtOH (2mL) est rajouté, le catalyseur est filtré sur célite et le filtrat évaporé a
sec. Le produit (47) est obtenu sans purification supplémentaire avec un rendement de 86%

(14,5mg; 0,036mmol).

RMN 'H (D,0, 200MHz): 8,0 (1H, s, H2); 6,2 (1H, dd, J;=J,= 6,6Hz, HI’); 5,36 (1H, m,
H3’); 4,26-4,24 (1H, m, H4); 4,05-3,98 (2H, m, H5"); 3,16-3,09 (1H, m, H2’); 2,90-2,87
(2H, m, CH»); 2,39-2,32 (1H, m, H2); 2,05 (3H, s, CH3); 1,22 (3H, t, J=7,5Hz, CH3).

RMN *'P (D,0, 80MHz): 2,38 (1P, s, P-O)

ESI SM négatif (m/z): 399,5 [M-H].
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5’-0-DMTr-3’-phosphonate-2’dA (48)

NH,
N B
N
<)
NT N
DMTrO—l 0
Qo
O:T_O
H
C31H31Ns0,P"
Masse exacte: 616,20

Le composé (30; 300mg; 0,54mmol) est dissous dans la pyridine (2mL) 1’imidazole
(147mg; 2,16mmol) est rajouté suivi du diphénylphosphite (730uL; 3,8mmol). L’ensemble
est sous agitation et atmosphere d’argon. L’évolution de la réaction est suivie sur CCM dans
un mélange CH,Cl,/MeOH (95:5). Au bout de 4h un mélange MeOH/NEt; (2mL; 1:1) est
rajouté et la réaction peut évoluer pendant 15min sous atmosphere d’argon. Le mélange
réactionnel est repris dans du CH,Cl, (10mL) et la phase organique est lavée avec de I’'H,O
(10mL), une solution acqueuse d’NaHCO; (10mL) et de la saumure (10mL). Elle est séchée
sur NaySOy, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est purifié sur gel de silice conditionné
avec du CHCI; et 1% de NEt;. Un gradient de MeOH (de 0 & 5%) dans du CHCI; et 1% de
NEt; permet d’obtenir le composé (48) avec un rendement de 80% (266mg; 0,43mmol).

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 8,46 (0,5H, s, P-H); 8,27 (1H, s, H8); 7,98 (1H, s, H2); 7,42-
7,20 (9H, m, DMTr); 6,79-6,75 (4H, m, DMTr); 6,51 (1H, dd, J;=],= 6,4Hz, H1"); 5,65 (2H,
s, NHy); 5,29 (0,5H, s, P-H); 5,04-5,0 (1H, m, H3’); 4,4-4.38 (1H, m, H4’); 3,77 (6H, s,
CH;0); 3,39-3,37 (2H, m, H5"); 3,15-2,98 (6H, q, CH,); 2,87-2,73 (2H, m, H2"); 1,36-1,29
(9H, t, CH).

RMN 3P (CDCl;, 80,.9MHz): 4,6 (1P, d, J=634Hz, P-H).

ESI SM négatif (m/z): 616,0 [M-H].
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

3"-Acétyl-2'-dA (49)

NH>
N S
N
<)
NTN
HO
(0]
OAc
C12H15N504
Masse exacte: 293,11

Le composé (31, 250mg; 0,42mmol) est dissous dans un mélange de DCA a 3% dans
du CH,Cl, (14mL) sous agitation et atmosphere d'argon. Au bout de 15min (CCM dans un
mélange CH,Cl,/MeOH (95:5) le pH de la solution est ramené a neutralité en rajoutant une
solution acqueuse saturée d'NaHCO;. Le mélange réactionnel est repris dans du CH,Cl; et la
phase organique est lavée avec de 1'eau (15mL) et de la saumure (15mL). Elle est séchée sur
Na,S0Oy, filtrée et évaporée sous le vide de 1'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié
sur gel de silice conditionné avec du CHClIj et le produit est élué avec un gradient de MeOH
(de 0 a2 4%) dans du CHCI;. Le produit (49) est obtenu avec un rendement de 76% (92,4mg;
0,32mmol).

RMN 'H (MeOD, 200MHz): 8,27 (1H, s, H8); 8,14 (1H, s, H2); 6,4 (1H, dd, J;= 5,7Hz et
J1,=8,9Hz, H1"); 5,44-5,41 (1H, m, H3'); 4,19-4,18 (1H,m, H4"); 3,81-3,79 (2H, m, HS"); 2,99-
2,85 (1H, m, H2'"); 2,56-2,46 (1H, m, H2'); 2,05 (3H, s, CHz).

RMN C (MeOD, 50,3MHz): 155,6 (C4); 152,4 (C2); 142,4 (C8); 138,3 (C6); 126,2 (C5);
89,4 (C1'); 88,3 (C3'); 78,8 (C4"); 65,4 (C5'); 40,3 (C2'); 23,1 (CHa).

ESI SM positif (m/z): 293,7 [M+H'].
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.

Partie expérimentale

Synthése des monomeéres pour la synthése en phase solide

Procédure génerale pour la préparation des nucléosides-5’-O-DMTr

DMTrO
@)

NH,

R_</:j<>’\l

OH

Le nucléoside est dissous dans la pyridine (C=0,3M), la DMAP (0,5eq) est rajoutée

suivie du DMTtCl (1,5eq). Le mélange réactionnel est sous agitation et pression d’argon et

I’évolution de la réaction est suivie sur CCM dans un mélange CH,Cl,/MeOH (90:10). La

réaction est arrétée en rajoutant du MeOH et le pH est ramené a neutralité avec de la NEts.

L’ensemble est alors évaporé de moitié et repris dans du CH,Cl,. La phase organique est

lavée avec une solution aqueuse saturée d’NaHCOs3, de I’'H,O et de la saumure avant d’étre

séchée sur NaySO., filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est purifié sur gel de silice

conditionné avec du CHCl; et 1% de NEt; et élué avec un gradient de MeOH (de 0 a 4%)
dans du CHCI; et 1% de NEts.

Ce protocol de synthese a été appliquée au monomere (2), (30), (51) et (52).

S5’-0-DMTr-2°dT (51)

DMTrO

Exact Mass: 544,22

o}

OH
C31H3,N,0

Thymidine 1g; 4,11mmol
Pyridine 14mL
DMAP 251mg; 2,1mmol
DMTrCl 2,1g; 6,2mmol
Rendement 80% (1,8g; 3,3mmol)

225



Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

RMN 'H (CDCL;, 200MHz): 7,5 (1H, s, H6); 7,26-7,14 (9H, m, DMTr); 6,73-6,7 (4H, m,
DMTr); 6,38-6,28 (2H, m, H1’ et H6); 4,5-4,46 (1H, m, H3’); 3,97-3,96 (1H, m, H4’); 3,66
(3H, s, CH30); 3,38-3,20 (2H, ABX, Jax= 3Hz, Jgx= 2,8Hz, Jag= 10,4Hz , H5’); 2,89 (3H, s,
CH3); 2,31-2,15 (2H, m, H2’).

RMN C (CDCl;, 50.3MHz): 163,9 (C2); 158,67 (Crv DMTr); 150,4 (C4); 144,3 (CH
DMTr); 135,7 (CH DMTr); 135,4 (C6); 130,05-127,07 (CH DMTr); 113,2 (CH DMTr); 111,1
(C5); 86,2 (C3); 84,7 (C1°); 63,6 (C5’); 55,2 (CH30); 40,9 (C2°), 11,7 (CHs).

ESI SM négatif (m/z): 543,2 [M-H] et 579,2 [M+CI].

5’-O-DMTr-2°dG (52)

)

S

N =

DMTFO N NHDMTr
:O:

OH

C31H29N4O¢
Exact Mass: 553,21

Désoxyguanosine 1,2g; 4,3mmol
Pyridine 14mL
DMAP 260mg; 2,1mmol
DMTrCl 2,2g; 6,4mmol
Rendement de réaction de 65% (2,4g; 2,8mmol)

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 8,11-8,07 (1H, s, HS); 7,41-7,02 (18H, m, DMTr); 6,78-6,64
(8H, m, DMTr); 5,68 (1H, dd, J,=J,= 5,6Hz, H1"); 4,27-4,20 (1H, m, H3’); 3,97-3,9 (1H, m,
H4); 3,77-3,75 (1H,m, H2"); 3,69 (6H, s, CHs); 3,63 (6H, s, CHz); 3,33-3,17 2H, m, H5');
2,16-1,91 (1H, m, H2").

RMN "C (CDCls, 50,3MHz): 158,4 (CO); 151,1 (C4); 149,7 (C2); 148,8 (C8); 144.6 (Cry
DMTr); 136,8 (C5); 135,7 (Cry DMTr); 129,9-126,5 (CH DMTr); 117,6 (CH DMTr); 113,1
(CH DMTr); 86,3 (Crv DMTr); 85,2 (C1°); 83,7 (C3’); 71,5 (C4’); 70,1 (Crv DMTr); 64,0
(C5%); 55,1 (CH30); 40,4 (C2).

ESI SM négatif (m/z): 870,3 [M-H] et 906,2 [M+CI'].
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

8-méthoxy-5’-O-DMTr-2’dA (53)

NHz

/N \N
Meo—<N |N y

DMTrO.
O

OH

C32H33N506
Exact Mass: 583,24

Le composé (2) (700mg; 1,10mmol) est dissous dans du MeOH (3,7mL) a température
ambiante et sous pression d’argon, avant de rajouter une solution de méthanolate de sodium a
25-30% dans MeOH (1mL; 4,4mmol). Le mélange réactionnel est alors chauffé a 60°C et
I’évolution de la réaction est contr6lée au bout d’une heure sur CCM dans un mélange
CH,Cl,/MeOH (95:5). Le mélange réactionnel est ramené a température ambiante et le pH de
la solution est ramené a neutralité en rajoutant une solution d’HCI a 1M. Le brut réactionnel
est repris dans du CH,Cl, (10mL), la phase organique est lavée avec de ’'H,O (15mL), une
solution aqueuse saturée d’NaHCOs3 (15mL) et de la saumure (15mL) avant d’étre séchée sur
Na,SOy, filtrée et évaporée. Le produit est purifié sur gel de silice conditionné avec du CHCl
et 1% de NEt;. Un gradient de MeOH (de 0 a 4%) permet d’obtenir le composé (52) avec un
rendement de 87% (560mg; 0,96mmol).

RMN 'H (CDCl;, 200MHz): 8,12 (1H, s, H2); 7,45-7,22 (9H, m, DMTr); 6,8-6,79 (4H, m,
DMTr); 6,38 (1H, dd, J,=J,= 6,76Hz, H1"); 5,37 (2H, s, NH»); 4,88-4,81 (1H, m, H3’); 4,13-
4,04 (3H, s, CH30 et 1H, m, H4’); 3,79 (6H, s, CH30); 3,45-3,23 (3H, m, H5* et H2’); 2,36-
2,2 (1H, m, H2’).

RMN C (CDCls, 50,3MHz): 158,7 (Cry DMTr); 155,6 (C4); 153,3 (C8); 151,3 (C2); 150,2
(C6); 144,8 (Crv DMTr); 136,1 (Crv DMTr) 130,4-127,8 (CH DMTr); 126,9 (C6); 113,2 (CH
DMTr); 86,4 (Crv DMTr); 85,5 (C1°); 82,5 (C3); 73,1 (C4’); 64,2 (C5’); 57,1 (CH30); 55,3
(CH30); 36,8 (C2).

ESI SM positif (m/z): 606 [M+Na'].
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

Synthese en phase solide des analogues H-phosphonates de nucléosides

Protocol général de synthése en phase solide sur résine Tentagel ®-CO,H.

La résine est mise a gonfler dans une fiole de 10mL en présence de CH,Cl, pendant 15
min. Le nucléoside est mis en solution dans du CH3CN avant d’ajouter le HBTU et la DMAP.
Une pompe a membrane sera connectée a la fiole via un ballon de récupération destiné a
accueillir les solvants de lavage. La résine est lavée et séchée avant de rajouter la solution de
nucléoside sous argon. L’ensemble est sous agitation pendant 2h. La résine est alors lavée
plusieurs fois en suivant la combinaison de solvants décrite dans le tableau qui suit. Un
mélange de DCA a 3% dans du CH,Cl, fraichement préparé, est rajouté a la résine avant de la
laisser sous agitation pendant 15min. Apres plusieurs cycles de lavage, une solution de
diphénylphosphite et d’imidazole dans la pyridine est ajoutée sous argon. La fiole est
maintenue sous agitation pendant encore 2h, au bout desquelles la résine est lavée avant de
cliver le nucléoside phosphitylé de la résine a 1'aide d'une solution d’NH4OH a 28% pendant
1h. Le nucléoside est récupéré apres 3 lavages successifs de la résine avec un mélange
MeOH/H,0 (1:1).

Les quantités utilisées sont données pour 300mg de résine (taux de greffage: 0,06mmol).

Conditions de réaction Temps de réaction Solvants de lavage

Couplage a la résine

HBTU (0,96mmol; 364,1 mg) 2h MeOH 3*5mL
DMAP (0,96mmol; 117,3mg) CH;CN 3*5mL
CH;CN (2,5mL) CH,Cl, 3*5mL
Déprotection
CH;CN 3*5mL
DCA 3%/ CH,Cl, (8mL) 15 min CH,Cl, 3*5mL
Introduction du phosphonate
Diphényl phosphite (2,4mmol; S00uL) Pyridine 3*5mL
Imidazole CH;CN 3*5mL
(0,6mmol; 40,1mg) 2h CH,Cl, 3*5mL
Pyridine (2,5mL)
Clivage de la résine
NH,OH 28% (5mL) 1h MeOH/ H,0 (50:50) 3*5SmL
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

S'-phosphonate-2'-dA (50)

NH,»
N X
<1 )
o "N
-O-P-0 o
i
OH
Ci10H13N505P"
Masse exacte: 314,07

RMN 'H (D,0, 200MHz): 8,16 (1H, s, H8); 8,1 (0,5H, s, P-H); 7,9 (1H, s, H2); 6,23 (1H, dd,
J1=l,= 6,6Hz, HI"); 4,9 (0,5H, s, P-H); 4,56-4,53 (1H, m, H3’); 4,1-4,09 (1H, m, H4’); 3,91-
3,86 (2H, m, H5); 2,71-2,58 (1H, m, H2’); 2,50-2,38 (1H, m, H2").

RMN *'P (D,0, 80.9MHz): 7,76 (1P, d, Jp.u= 639Hz, P-H).
ESI SM négatif (m/z): 313,5 [M-H].

8-Ethyl-5’-phosphonate-2’-dA (54)

NH,
N X
N
] B
o NoN
-O—-P-0 o
i
OH
C12H;7N505P"
Masse exacte: 342,10

RMN 'H (MeOD/D,0, 200MHz): 8,01 (0,5H, s, P-H); 8,0 (1H, s, H2); 6,21 (1H, dd, J;=l>=
7Hz, H1’); 4,95 (0,5H, s, P-H); 4,56-4,55 (1H, m, H3’); 3,89-3,85 (3H, m, H4’ et H5"); 3,13-
3,10 (1H, m, H2%); 2,87-2,82 (2H, m, CH»); 2,18-2,08 (1H, m, H2’); 1,23 (3H, t, J= 7,5Hz,
CHa).

RMN *'P (MeOD/ D>0, 80.9MHz): 5,97 (1P, d, Jp.u= 622Hz, P-H).

ESI SM négatif (m/z): 341,5 [M-H].
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Partie expérimentale

8-Bromo-5’-phosphonate-2’-dA (55)

NH»
N N
Br—< ||
Q _<N v
-O—ﬁ’—O 1)
H
OH
C9H12BrNsOsP”
Masse exacte: 391,98

RMN 'H (MeOD, 500MHz): 8,04 (1H, s, H2); 7,07 (0,5H, s, P-H); 6,36 (1H, dd, J;=],= 7Hz,
HI’); 4,53-4,52 (1H, m, H3); 4,07-4,05 (1H, m, H4); 3,99-3,95 (2H, m, H5"); 2,41-2,37
(1H, m, H2’); 2,27-2,23 (1H, m, H2).

RMN *'P (MeOD, 202,4 MHz): 8,7 (1P, d, Jp.u= 633Hz, P-H).

ESI SM négatif (m/z): 393,1 [M-H]J; 314,3 [M-Br].

8-Méthoxy-5’-phosphonate-dA (56)

NH,
" o_</N | XN
e
o] N N/)
-o—'F|'>—o—| o
H
OH
C11HsNsOgP”
Masse exacte: 344,08

RMN 'H (MeOD/ D,0, 200MHz): 8,18 (0,5H, s, P-H); 8,11 (1H, s, H2); 6,4 (1H, dd, J,=J,=
THz, H1’); 5,0 (0,5H, s, P-H); 4,68-4,61 (1H, m, H3’); 4,16 (3H, s, CH3); 4,07-3,97 (3H, m,
H4’ et H5’); 3,51-3,39 (1H, m, H2); 3,21-2,95 (6H, q, CH;, NEt3); 2,40-2,29 (1H, m, H2’);
1,27-1,20 (9H, t, CH3 NEt3).

RMN *'P (MeOD/ D,0, 80,.9MHz): 7,42 (1H, d, Jp.y= 636Hz, P-H)

ESI SM négatif (mm/z): 343,8 [M-H].
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Partie expérimentale

5’-Phosphonate-2 ’thymidine (57 ).

o]
\fk NH
0 Nko
1)
-O-P-0 0
L
OH

C10H14N20,P”

Exact Mass: 305,05

RMN 'H (D,0, 200MHz): 8,22 (0,5H, s, P-H); 7,57 (1H, s, H6); 6,19 (1H, dd, J,=J,= 6,8Hz,
HI’); 5,04 (0,5H, s, P-H); 4,46-4,03 (1H, m, H3"); 4,02-3,92 (3H, m, H4* et H5’); 2,26-2,20
(2H, m, H2"); 1,77 (3H, s, CH3).

RMN *'P (D,0, 80,9MHz): 7,58 (1H, d, Jp.u= 637Hz, P-H).

ESI SM négatif (m/z): 305,3 [M-H].

5’-Phosphonate-désoxyguanosine (58)

C10H13N506P"
Exact Mass: 330,06

RMN "H (D0, 200MHz): 8,14 (0,5H, s, P-H); 7,91 (1H, s, H8); 6,17 (1H, dd, J;=J,= 6,6Hz,
H1%); 4,95 (0,5H, s, P-H); 4,61-4,56 (1H, m, H3"); 4,1-4,09 (1H, m, H4’); 3,94-3,91 (1H, m,
H5’); 3,14-3,02 (6H, q, CHa NEt3) 2,79-2,63 (1H, m, H2’); 2,45-2,33 (1H, m, H2’); 1,19-1,12
(9H, t, CH; NEt3).

RMN *'P (D,0, 89.9MHz): 7,81 (1H, d, Jp.u= 632Hz, P-H).

ESI SM négatif (m/z): 329,8 [M-H].
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Partie expérimentale

Les phosphonates modifiés de la dA ainsi que le phosphonate de la dT et de dG ont été
analysés par CLHP sur une colonne ThermoHypersil Hypurity C;g 5u (250*4mm) grace & un
gradient de 100% TEAA (0,25M) vers 100% de MeOH sur 30min avec un débit de 1mL/min.

Les rendements de réactions ainsi que les puretés relatives détérminées par CLHP sont

répertoriés dans le tableau 1 qui suit.

Composé Rendement de Rendement de Temps de retention Pureté relative
couplage synthese en min

50 (R:H) 87% 67% 11,5 100%
54 (R: Ethyle) 85% 80% 17,8 99,5%
55 (R: Br) 81% 67% 10,2 96%
56 (R: OMe) 83% 70% 8,7 90%
57 (dT) 90% 73% 11,16 94,5%
58 (dG) 86% 70% 6,42 100%

Tableau I: Récapitulatif des puretés relatives et des rendements de couplage et de réactions

des H-phosphonates de nucléosides.

Synthése du N-sulfonyloxaziridine PNO

1-diéthylacétal-3-nitrobenzene (59)

C11H;5NOy
Exact Mass: 225,10

Le catalyseur CoCl, (258mg; 2mmol) est préalablement séché sous le vide de la
pompe a palette pendant une nuit a 110°C avant d’étre engagé dans la réaction. Le 3-
nitrobenzaldéhyde (3g; 20mmol) est mis en solution dans I’EtOH (80mL) a température
ambiante, sous pression d’argon, avant de rajouter le catalyseur CoCl,. Le mélange
réactionnel est chauffé a reflux d’EtOH pendant 4h (CCM sur alumine dans un mélange
cyclohexane/AcOEt (95:5)). Apres retour a température ambiante, le milieu réactionnel est
repris dans ’EtOH et évaporé a sec sous le vide de 1’évaporateur rotatif. Le brut de réaction
est purifié sur gel d’alumine conditionné avec du cyclohexane. Le produit est élué¢ assez

rapidement avec un gradient d’AcOEt (de 0 a 3%) pour fournir le composé (59) avec un

rendement de 75% (3,32g; 15mmol).
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Partie expérimentale

RMN 'H (CDCI;, 200MHz): 8,20 (1H, s, H2); 8,02 (1H, d, J= 8Hz, H4); 7,7 (1H, d, J=7,6Hz,
H6); 7,42 (1H, t, J=8Hz, H5); 5,46 5 (1H, s, CH); 3,52-3,44 (4H, m, CH,); 1,13 (6H, t, J=
7,2Hz, CH3).

RMN "C (CDCl;, 50,3MHz): 148,5 (C3); 141,8 (C1); 133,1 (C2); 129.4 (C5); 123,3 (C6);
121,9 (C4); 100,2 (CH); 61,5 (CH»); 15,3 (CH3).

ESI SM positif (m/z): 248,2 [M+Na"].

N-(3-Nitrobenzylidene)-benzénesulfonamide (60).

9 10
Cy13H oN2048 NO2
Exact Mass: 290,04

Le compose (59; 10g; 44mmol) est mélangé a de la benzenesulfonamine (7g; 44mmol)
dans un bicol sur lequel est adapté un montage de distillation. L’ensemble est chauffé a 180°C
sous agitation et atmosphere d'argon. La réaction est arrétée une fois que la totalité de
I’éthanol a été distillé. Le mélange réactionnel est évaporé a sec sous le vide de I’évaporateur
rotatif pour donner un solide jaunatre qui est redissous dans du CH,Cl,. Le produit en solution
est alors précipité dans du pentane sous agitation rapide. Une fois que la totalité de la solution
est rajoutée, 1’agitation est arrétée. Le pentane est prélevé et le solide formé est évaporé sous
le vide de I’évaporateur rotatif. Le produit est obtenu avec un rendement quantitatif (12,8g;

44mmol).

RMN 'H (CDCL;, 200MHz) : 9,14 (1H, s, NCH); 8,78-8,77 (1H, s, H9); 8,45 (1H, d, J=
8,22Hz, H11); 8,25 (1H, d, J= 7,7Hz, H13); 8,03 (1H, d, J=6,85Hz, H12); 7,76-7,51 (5H, m,

H aromatique).

RMN "¢ (CDCl3, 50,5MHz): 158,7 (NCH); 139,3 (C10); 137,07 (C1); 136,6 (C4); 134,8
(C13); 133,6 (C8); 133,4 (C12); 130,8 (C6); 130,3 (C2); 127,6 (C11); 125,5 (C9).
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N-sulfonyloxaziridine (61) produit connu.

5_6 0 13__ 12
I 7
4 S—N 11
175 \ 8
3 20 O I\ll(())
C13H1oN205S 2
Exact Mass: 306,03

Le composé (60) (10g; 34,5mmol) est déposé dans un bicol et du toluene (340mL) est
rajouté sous argon et agitation constante. Une solution de K,COj; (40g; 289mmol) dans I’"'H,O
(206mL) est préparée et rajoutée au mélange précédent en maintenant une agitation rapide.
L’oxone® (25,3g; 41,2mmol) est également dissous dans de I’'H,O (210mL) et la solution est
versée dans une ampoule a brome préalablement fixée au bicol. Cette solution est rajoutée
goutte a goutte pendant 15min au mélange réactionnel sous agitation rapide. Des aliquotes de
100uL de la réaction sont prélevés, évaporés a sec puis repris dans du CDCl3 pour étre
analysés par RMN. La disparition du pic caractéristique du proton NCH au bout de 2h indique
que la réaction est finie. La phase organique est lavée avec une solution aqueuse d’NaHSOs,
d’H,0 et de la saumure, avant d’étre séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Le solide jaune
amorphe obtenu, est dissous dans du CH,Cl, et précipité dans du pentane sous agitation
rapide. Une poudre jaune pale est obtenue avec un rendement de 76,5% (8,1g; 26,3mmol)

apres évaporation et séchage sous le vide de la pompe a palette.

RMN 'H (CDCl5, 200MHz): 8,34-7,26 (H aromatique); 5,6 (1H, s, CH).

RMN "C (CDCL;, 50,3MHz): 149,06 (C10); 143,3 (C8); 139,3 (C1); 135,8 (C13); 134,6
(C4); 130,4 (C12); 129,9 (C5 et C3); 129,8 (C6 et C2); 126,6 (C9); 123,7 (C11); 75,1 (C7).

ESI SM négatif (m/z) : 304,9 [M-H].

Synthése en phase solide des analogues monophosphates de nucléosides.

Protocole général de synthése des analogues monophosphates de nucléosides sur résine

Tentagel ®-CO-H (300mg; 0,06mmol)

Les mémes conditions réactionnelles et de lavage sont appliquées a la résine jusqu’a la
formation du dérivé phénylphosphonate. Le groupement phényle est clivé en ajoutant a la
résine un mélange NEt;/H,O (1:1) et cela pendant 15min. Le phosphonate encore fixé a la
résine est alors oxydé en rajoutant le mélange BSA, PNO dans la pyridine. Cette étape dure

30min au-dela desquelles la résine est a nouveau lavée et les triméthylsilyles déprotégés par le
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

mélange MeOH/NEt; (1:1). Le Monophosphate de nucléoside est clivé de la résine par une
solution aqueuse d’NH4OH a 28% pendant 1h et récupéré apres lavage de la résine par un

mélange MeOH/H,0 (1:1).

Conditions de réaction Temps de réaction Solvants de lavage
Couplage a la résine
HBTU (0,96mmol; 364,1 mg) 2h MeOH 3*5mL
DMAP (0,96mmol; 117,3mg) CH;CN 3*5mL
CH;CN (2,5mL) CH,Cl, 3*5mL
Déprotection
CH;CN 3*5mL
DCA 3%/ CH,Cl, (5mL) 15 min CH,Cl, 3*5mL
Introduction du phosphonate
Diphényl phosphite (2,4mmol; 500uL) Pyridine 3*5mL
Imidazole CH;CN 3*5mL
(0,6mmol; 40,1mg) 2h CH,Cl, 3*5mL
Pyridine (2,5mL)
Silylation/ oxydation
BSA (2,4mmol; 600uL) 30 min Pyridine 3*5mL
PNO (1,5mmol; 365mg) CH;3CN 3*5mL
Pyridine (5mL) CH,Cl, 3*5mL
Deprotection
MeOH 3*5mL
MeOH/NEt; (1:1) 1h CH;CN 3*5mL
(5mL) CH,Cl, 3*5mL
Clivage de la résine MeOH/ H,O (50:50) 3*5mL
NH,OH 28% (5mL) 1h

Synthese des analogues monophosphate de la dA.

5’ -monophosphate-2’dA (62).

NH,

{
<N N/)
OH

C1oH4N5O06P
Masse exacte: 331,07

HO-P-0— o
OH
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

RMN 'H (D>;0/MeOD, 200MHz): 8,32 (1H, s, H8); 8,02 (1H, s, H2); 6,3 (1H, dd, Ji=J»
6,6Hz, H1’); 4,54-4,52 (1H, m, H3’); 4,07-4,06 (1H, m, H4’); 3,83-3,79 (1H, m, HS5’); 2,66-
2,56 (1H, m, H2’); 2,44-2,34 (1H, m, H2’).

RMN *'P (D,0, 200MHz): 1,64 (1P, s, P-O).

ESI SM négatif (m/z): 330 [M-H].

8-éthyl-5’-monophosphate-2’dA (63)

NH,
N S
N
] N
Q N
HO—I?—O o
OH
OH
Cy2H;gN506P
Masse exacte: 359,10

RMN 'H (D,0, 200MHz): 8,07 (1H, s, H2); 6,32 (1H, dd, Japp= 7,2Hz, H1"); 4,63-4,61 (1H,
m, H3’); 4,05-3,94 (1H, m, H4’); 3,92-3,79 (2H, m, H5’); 3,16-3,05 (1H, m, H2’); 2,9 (2H, q,
J="7,2Hz, CH,); 2,34-2,10 (1H, m, H2’); 1,25 (1H, t, J= 7,4Hz, CH3).

RMN 3P (D,0, 80,9MHz): 1,6 (1P, s, P-O).

ESI SM négatif (m/z): 358 [M-H].

8-bromo-5’-monophosphate-2’dA (64).

NH,
/N \N
B— 1
? NN
HO—IID—O o
OH
OH
C10H13B1‘N506P
Masse exacte: 408,98

RMN 'H (D,0/MeOD, 200MH?z): 8,03 (1H, s, H2); 6,36 (1H, dd, J,=J,= 7,2Hz, H1’); 4,55-
4,52 (1H, m, H3’); 3,99-3,79 (3H,m, H4’ et H5’); 3,29-3,18 (1H, m, H2’); 2,30-2,19 (1H, m,
H2’).
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

RMN *'P (D,0/MeOD, 80,9MHz): 2.0 (1P, s, P-O).

ESI SM_négatif (m/z): 407,9 [M-H]; 409,5 [M’-H] en fonction des deux isotopiques du
Brome.

8-thiényl-5’-monophosphate (65).

NH,

N S
S NT>N
o o)

Q
HO-P-
OH
OH
C14H4N5OPS

Masse exacte: 413,06

RMN 'H (D>0, 500MHz): 8,20 (1H, s, H1’); 7,72 (1H, d, J= 5,15Hz, H5’higny1c); 7,63 (1H,
d, J=3,7Hz, H3" thienyte); 7,25 (1H, dd, J1=Jo= 3,5Hz, H4" thi¢nyie); 6,45 (1H, dd, J1= J,= 7Hz,
H1’); 4,11-3,92 (4H, m, H3’, H4’ et H5); 3,44-3,38 (1H, m, H2’); 2,26-2,21 (1H, m, H2’).

RMN *'P (D,0, 80,9MHz): 3,83 (1P, s, P-O).

ESI SM négatif (m/z): 412,0{M-H].

8-méthoxy-5’-monophosphate (66)

NH,
/N N
MeO—< | /)
Q NN
HO—FI’—O o
OH
OH
C11H6N507P
Masse exacte: 361,08

RMN 'H (MeOD-D,0, 200MHz): 8,12 (1H, s, H2); 6,4 (1H, dd, J;=J,= 7Hz, H1’); 4,68-4,61
(1H, m, H3’); 4,16 (3H, s, CH3); 4,07-3,97 (3H, m, H4’ et H5’); 3,51-3,39 (1H, m, H2’);
2,40-2,29 (1H, m, H2").

RMN 3P (MeOD-D,0, 80,9MHz): 1,6 (1P, s, P-O).

ESI SM négatif (m/z): 360,8 [M-H]
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

5’ -monophosphate-dT (67 ).

C10H15N,08P
Masse exacte: 322,06

RMN 'H (D,0/MeOD, 200MHz): 7,90 (1H, s, H6); 6,35 (1H, dd, J,;= 6Hz, J,= 8,5Hz, H1");
4,53-4,51 (1H, m, H3"); 4,06-4,05 (3H, m, H4* et H5’); 2,81-2,76 (1H, m, H2’); 2,63-2,58
(1H m, H2’); 2,20 (3H, s, CH3).

RMN *'P (D,0/MeOD, 80,9MHz): 2,06 (1P, s, P-O).

ESI SM négatif (m/z): 321,0 [M-H]

5’-monophosphate-dG (68)

C10H14N5O,P
Masse exacte: 347,06

RMN 'H (MeOD/D,0, 200MHz): 7,91 (1H, s, H8); 6,17 (1H, dd, J;=J,= 6,6Hz, H1’); 4,61-
4,56 (1H, m, H3’); 4,1-4,09 (1H, m, H4’); 3,94-3,91 (1H, m, H5’); 2,79-2,63 (1H, m, H2");
2,45-2,33 (1H, m, H2").

RMN *'P (MeOD/D0, 80,.9MHz): 1,6 (1P, s, P-O).
ESI SM négatif (m/z): 346,1 [M]
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale

Les rendements de réactions ainsi que les puretés relatives détérminées par CLHP sont

répertoriés dans la tableau qui suit.

Composé Rendement Temps de rétention Pureté relative

62 (R:H) 90% 6,31 100%

63 (R : Ethyle) 83,5% 6,68 100%

64 (R : Br) 71% 4,56 94,5%
65 (R : Thiényle) 74,2% 7,7 82%
66 (R : OMe) 81% 5,7 71%
67 (dT) 94,3% 5,2 98%

68 (dG) 87,6% 14,97 88%

Tableau 4: Récapitulatif des rendements de synthése et de

monophosphate de nucléoside déterminée par CLHP.

la pureté relative

des
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.

Partie expérimentale

NH»
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O
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@)
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o
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O
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9
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.

Partie expérimentale

\_<N
7
N
DMTrO
0
OH

NH;
\\_</N | =N
N N/)
AcO
O
OAc
16
NH,
N B
N
N B
N™ >N
DMTrO.
(0]
OPAC
19
NH,
N B
N
<1
Q NTON
PhO-P-0— o
NH
coMe O
22
NHs

NCHNMe
\_<N
72
N
DMTIO
0
OH

NH,

NT >N

HO
O
OH
17

HO

NCHNMe,

wf

DMTrO.

(CH2)2CN
15
NHo»
N \N
MeO—</ | )
N N/
HO
O

v
Hok_yN
@)
OH

21

NH»
MeO—</
PhO— P O—l
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24
NH,
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PhO—E;O 0
Ph OH
COsMe
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.

Partie expérimentale
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Chapitre IV. Vers la synthese des analogues triphosphates de nucléosides.
Partie expérimentale
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Chapitre V. Conclusion générale et Perspectives

Pour essayer d’endiguer la progression du virus d’immunodéficience humaine (VIH), il est
indispensable de développer de nouvelles molécules qui agissent sur le virus par un
mécanisme original mais aussi d’étudier les différentes étapes qui régissent la réplication
virale afin de mieux les comprendre. Les objectifs de ce travail étaient doubles. Ils ont
consisté :
= d’une part a rechercher des analogues fonctionnels de nucléosides pouvant servir
d'outils pour 1'étude des mécanismes de la rétrotranscription, grace a leurs propriétés
de fluorescence,
= d’autre part a développer des analogues nucléosidiques qui agiraient selon un

mécanisme différent des terminateurs d’élongation de la chaine d’ ADN.

Notre premier objectif a donc consisté a rechercher de nouveaux analogues
nucléosidiques fluorescents, qui grace a leurs propriétés spectrales pourraient étre utilisés
pour étudier les interactions qui s’établissent entre les protéines virales et les acides
nucléiques. Pour atteindre cet objectif, la spectroscopie de fluorescence requiert 1’utilisation
de sondes suffisamment sensibles qui permettent de mesurer et de visualiser des changements
conformationnels et structuraux rapides avec une grande précision.

Pour essayer de répondre a cette attente, la syntheése de deux sondes nucléosidiques
fluorescentes a été réalisée. Elles dérivent de la désoxyadénosine et sont modifiées en position
8 de la base soit par un groupement vinyle, la 8vdA, soit par un groupement thiényle, la
8thdA. Ces deux nouvelles sondes ont été caractérisées quant a leurs propriétés spectrales
d’absorption et de fluorescence et se sont révélées étre plus sensibles que la sonde de
référence, la 2-AP. Nous avons également étudié le comportement de la 8vdA lorsqu’elle est
incorporée dans un duplex d’ADN. Nous nous sommes appuyés sur la chimie des
phosphoramidites et sur la synthése en phase solide d’oligonucléotides pour accéder aux
séquences modifiées par la 8vdA nécessaires aux études. Différentes études réalisées avec des
oligomeres marqués ou non marqués nous ont permis de montrer que la 8vdA ne déstabilise
que tres peu le duplex, et qu’elle présente en terme de détection par spectroscopie de
fluorescence une sensibilité supérieure a la 2-AP. Cependant son incorporation dans des
acides nucléiques est délicate ce qui limite son utilisation. Pour essayer de contourner ces
difficultés, la 8thdA a été développée. L’évaluation de ses propriétés lorsqu’elle se trouve
incorporer dans des séquences oligonucléotidiques est en cours.

En effet des efforts restent & mener pour essayer de développer de nouvelles sondes

sensibles, plus stables chimiquement que la 8vdA et qui une fois incorporées dans un acide
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Chapitre V. Conclusion générale et Perspectives

nucléique maintiennent sa structure et sa fonction. Leurs propriétés de fluorescence,
permettraient de suivre plus ais€ément les interactions de 1’acide nucléique marqué, avec sa
cible. La position 8 de la base offre la possibilité d’introduire d’autres groupements a la place
du groupement vinyle dont I’effet serait de conduire a des produits chimiquement plus stables
mais aussi d’augmenter la conjugaison et ainsi induire un déplacement plus important vers le
rouge favorisant une détection plus aisée de la sonde. Cette possibilité reste ouverte a partir de
la dA, méme si la fenétre d’investigation sur cette position est assez étroite. Des premiers
efforts dans ce sens ont été réalisés avec la 8thdA.

Le deuxieme volet abordé au cours de ce manuscrit, a porté sur la synthese d’une
nouvelle classe d’analogues nucléosidiques modifiés en position 8 de la dA par des
groupements de taille et de nature variables. Grace aux données structurales issues de la RT
cristallisée en présence d’un double brin d’ADN et d’un nucléotide entrant, nous avons pu
concevoir une nouvelle classe d’analogues de la dA qui agissent selon un mécanisme différent
des terminateurs d’élongation de la chaine d’ADN. Pour cela nous avons entrepris sur une
étude modele, d’évaluer les propriétés inhibitrices de la 8vdA et de son analogue réduit, la
8edA, lorsqu’elles sont incorporées dans un brin « amorce » et « matrice ». Les résultats
obtenus avec ces composés sur I’activité ARN dépendante de la RT sont en accord avec les
hypotheéses de départ. Dans ces études modeles nous avons pu montrer qu’il est possible
d’inhiber la synthése d’ADN selon un mécanisme différent de celui des inhibiteurs
nucléosidiques dits « terminateurs d’élongation de chaine ». Un deuxieme résultat tout aussi
important a été obtenu sur la deuxieme activité de la RT ADN dépendante. Ce résultat était
d’autant plus intéressant qu’inattendu, car méme si le nucléoside modifi€ était contré lors de
la premiere étape de la rétrotranscription, il restait néanmoins actif sur la deuxieme activité
polymérase de la RT.

Ces résultats indiquent que si I’analogue triphosphate est substrat de la RT, I’inhibition
de la synthese d’ADN proviral pourra avoir lieu sur les deux activités polymérases de
I’enzyme. Un tel mode d’action renforcerait I’efficacité de ces analogues de la dA. Dans le
but d’étudier I’influence de la taille et de la nature du substituant sur la capacité des analogues
de la dA a inhiber la production d’ADN proviral, nous avons réalisé la préparation d’autres
analogues de la dA afin de mener des études de relation structure-activité sur une gamme plus
large de molécules.

C’est dans cette optique que nous avons synthétisé dans un premier temps des
analogues de la dA sous leur forme nue et sous la forme de prodrogue de type McGuigan,

avec pour objectif de les tester directement sur des cultures cellulaires infectées par le virus du
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VIH-1. Toutefois la 8vdA et la 8edA qui se sont montrés actives in vitro dans les études
modeles se sont montrées dépourvues d’activité lors des tests en culture cellulaire. Les mémes
observations s’appliquent aux autres analogues nucléosidiques nus. Pour les cas les plus
favorables, une activité inhibitrice modeste de la réplication virale a pu &tre mesurée avec
certaines prodrogues de type McGuigan (ICso =~ 1.10°M) toutefois accompagnée d’une
cytotoxicité du méme ordre de grandeur. Il nous ait des lors paru important de synthétiser ces
analogues modifiés sous leur forme triphosphorylée afin de pouvoir les tester sur la RT mais
aussi sur d’autres polymérases cellulaires. Dans les études a réaliser, nous souhaitons vérifier
si oui ou non ces analogues sont capables d’inhiber la syntheése d’ADN proviral selon le
mécanisme mis en évidence dans les études modeles. Nous chercherons aussi a savoir si ces
analogues sont capables d’inhiber la production d’ADN catalysée par les polymérases
cellulaires.

Dans ce dernier chapitre nous avons exploré plusieurs approches pour essayer de
préparer les analogues nucléosidiques modifiés en positon 8 de la dA sous leur forme
triphosphate. Cet objectif n’a pas pu étre atteint et cela en dépit des efforts importants menés
essentiellement en syntheése homogene. Pour essayer d’accéder a ces composés nous avons été
amenés a adopter une stratégie de syntheése qui repose sur la préparation des intermédiaires
monophosphates. Nous avons d’abord envisagé de les préparer en phase homogeéne mais
devant les difficultés et inconvénients de cette approche nous avons finalement opté pour une
approche basée sur la chimie en phase solide. Pour cela nous nous sommes basés sur la chimie
des phosphonates pour mettre au point une stratégie de syntheése des monophosphates de
nucléoside sur support solide. En s’appuyant sur des conditions de synthese douces cette
méthode nous aura permis de préparer les analogues phosphonates et monophosphates des
bases nucléiques naturelles. Elle s’est également avérée étre compatible avec la plus part des
nucléosides modifiés envisagés. La seule exception reste la 8vdA qui est apparue tres
sensible, difficile & préparer et a isoler et cela en dépit de plusieurs tentatives effectuées. Nous
avons également essayé d’étendre cette chimie a la synthése de boranophosphates de
nucléosides. Les premiers résultats obtenu sont encourageants mais une mise au point

supplémentaire reste a réaliser

Par ailleurs différentes méthodes de syntheses des dérivés triphosphates en phase
solide a partir du monophosphate ont été tentées sur la dA qui a servi de modele. Dans une de
nos tentatives, nous avons obtenus des résultats encourageants, cependant cette approche si

elle doit étre poursuivie devra nécessiter une mise au point supplémentaire. La synthese des
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triphosphates de nucléosides en phase solide est un sujet d’actualité, puisque tout récemment,
une nouvelle stratégie de synthese sur support solide de triphosphates de nucléosides naturels
et d’inhibiteurs nucléosidiques de la RT a été rapportée dans la littérature [368, 369]. Encore
une fois il reste a démontrer qu'elle est applicable a la synthése d'analogues triphosphorylés

modifiés.
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