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Abréviations

: adénine.

: acide désoxyribonucléique.

: acide ribonucléique.

- base.

: benzenesulfonic acid.

: cytosine.

: chromatographie sur couche mince.
: cellules de type lymphocytes.

: 3'-O-(Chlorophényl)cyanoéthylphosphate.
: chromatographie sur phase gazeuse.
- iodure de cuivre.

: 5'-O-dibromomeéthylbenzoyle.

: 1,8-diaza-bicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne.

: dichloroacétique.
: N,N-diméthylamino-4-pyridine.
: diméthylformamide.

. 4,4'-diméthoxytrityl.
: concentration effective requise pour réduire de 50 % le niveau d’ARN/ADN
viral (activité).
: ethylenediaminetetraacetic acid
: guanine.
: 1-[(2-hydroxyéthoxy)méthyl]-6-(phénylthio)thymine.
: high-performance liquid chromatography.
: herpes simplex virus type 1 et 2.
: cellule hépatique.
: isobutyryl.
- infra-rouge.
: monométhoxytrityl.

: cyclohexylamonium S,S-bis(4-méthoxyphényl)phosphodithioate.
: (mésithylene-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazole.

: nucléotide.

: phosphte.

: cellules mononucléaires du sang périphériques humain.

- partier par millions.
: phényle-9 xanthényl-9.
. pyridine.
: thymine.
: tert-butyldiméthylesilane.
. tétra-n-butylammonium florid.
: trichloroacetic acid.
: transcription factor.
: trifluoroacetic acid.
: térahydrofurane.
: 1-(2,4,6-triisopropylbenzensulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazol.
: trityl.
: triméthylsilyléthyl.
> uracile.
- ultra-violet.



VERO : cellule du callitriche africain.

VHB : virus de I'hépatite B.

VHC - virus de I'hépatite C.

VIH > virus de lI'immunodéficience humaine.

VzZVv : varicella zoster virus.

ZnBr : bromure de zinc.
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Introduction

La synthése chimique des oligonucléotides a commencé en 1955 quand A. M. Michelson et
A. R. Todd ont préparé le premier monophosphate du dinucléoside ™. Ils ont utilisé la
méthode du triester pour montrer que les oligonucléotides de série définie peuvent étre
préparés par des méthodes purement chimiques. En 1956 Khorana et coll. Ont synthétisé le
méme nucl éotide par |améthode du diester avec succes 2.

Ce processus a dominé la synthese de I'oligonucléotide jusgu en 1970, et a été utilisé par
Khorana et Coworkers pour la premiére synthése totale d'un gene (ARNt alanine - spécifique
delevure) &,

La synthese dADN est basée sur la séparation et I'hybridation des deux extréemités et la
liaison enzymatique des molécules dADN, et les trois méthodes principales de la synthese
d'oligonucléotide sont le triester du phosphate, le phosphoramidite, et les méthodes H-
phosphonate.

La synthese d'un oligonucléotide demande une protection de tous les centres actifs, pour ne
Se passe qu’a un site bien défini, et deux types de groupements distingués : des groupements
protecteurs permanents et intermédiaires.

La protection du sucre se fait par des groupements en fonction de son volume, et les bases
hétérocycliques exigent une protection permanente afin d'éviter des réactions de
phosphorylation secondaire, et apres la synthese il y a des conditions appliqués pour éiminer
les groupes protecteurs selon la méthode utilisée.

Pour les réactions appliquées dans la synthése des nucléosides ; Gaffney et Jones [ réalise
une stratégie du groupe protecteur pour la protection de déoxyguanosine qui comporte une
protection O-6. Ainsi ; Petrove Daskalove et coll. ! ont fait des réactions latérales dans la
synthése d'un monomere du guanosine et les oligomeres de guanosine — riche ; ils ont utilise
un dérivé de guanosine capable d’ élaborer un groupe du phosphate au groupement 5-OH du
ribose.

La synthése d'un dérivé de 2'-déoxyadénosine obtenu par oxydation de 2'-déoxyadénosine (¢,
repose sur une méthodol ogie désormais classique en synthése d'oligodésoxynucl éotides.

La réaction de la guanosine et la 2'-déoxyguanosine avec I’ Acroléne réalisée par Galliani et
Pantarotto |”! sont une explication de la mutagénetique et la cancérogénetique de beaucoup de
xénobiotiques él ectrophilique.

Dans |'activité biologigue des nucléosides en chimie antivirale, visant plusieurs enzymes clefs
intervenant dans la réplication virale ¥, peu d'entre eux ont été congus pour viser I’ARN

polymérase ARN dépendante nécessaire au VHC. Dans cette optique, des dérivés
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carbocycliques de la Ribavirine, et des dérivés nucléosidiques du type 5-haloéthynyl- ou 5-
(1,2-dihao)vinyluracile, ont éé synthétises en utilisant deux méthodes : la réaction de

Sonogashiral® et la cyclisation 1,3-dipolaire.

Dans le premier chapitre de notre travail, nous décrirons les congtituants et la structure du
nucléctide et les unités de I'ADN et de I'ARN, ains tous les détails des mécanismes de la
transcription.

Dans le deuxieme chapitre, nous alons décrire la stratégie de la synthese chimique et les
méthodes de synthese des nucléosides.

Dans le troisiéme chapitre, nous allons présenter des exemples de la synthese des nucléosides
et un apercu de leurs intéréts biologiques.

Et notre application sera détaill ée au quatriéme chapitre.
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Chapitre 1

I- notions sur les nucléotides.
1. Définitions :
Les nucléotides sont des petites molécules formées par I'association de trois constituants
distincts ¥

e Une base, compose cyclique portant un ou des groupements azotés;

e Unsucreab carbones ou pentose;

e Un ou plusieurs groupements phosphates liés au sucre.
La classification des différents nucléotides peut se faire en deux groupes selon la nature de
leur sucre. Dans chacun de ces deux groupes, plusieurs nucléotides se distinguent par la
nature de leur base.
En formant des polymeres, appelés acides nucléiques, les nucléotides jouent un rdle crucial
dans la conservation du patrimoine génétique et des informations nécessaires ala synthese des
protéines.
A I'état monomérique, ils jouent aussi un réle majeur dans la fourniture d'énergie chimique et
latransmission des signaux cellulaires!™Y.
2. les constituants du nucléotide :
Un nucléotide est constitué de I'enchainement de trois éléments : une base, un pentose et un
acide phosphorique (figure 1).

Phosphate

Base

Pentose

Figure 1 : Enchainement des trois éléments constituant un nucléotide.
a) la base :
Appelées ainsi car elles sont capables de sassocier a un proton (H*) en solution acide, les
bases nucl éotidiques sont des composés cycliques azotés (figure 2).
Ces composeés cycliques azotés se distinguent par la nature et le nombre de leur(s) cycle(s)

(hexagonal ou pentagonal) et le nombre d'atomes d'azote par cycle!*2.
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Parmi les principales bases azotées cycliques (pyridine, pyrimidine, imidazole et purine),

seules les bases pyrimidiques et puriques rentrent dans la composition des nucléotides

cellulaires.
[ i 0 LT
| I
NT kN/ N) kN/ NJ
H H
Pyridine Pyrimidine Imidazole Purine

Figure 2. Les principal es bases azotées cycliques.

Par convention, lorsgu'on représente ces formules, on n'écrit pas les atomes de carbones (C)
des cycles, ni les hydrogenes (H) qui leur sont liés, mais simplement les atomes d'azote (N).
Ces atomes d'azote doivent étre écrits dans le noyau et non acoté!™Y,
Les différentes bases azotées des nucl éotides sont donc dérivées de la purine et la pyridine.

1. Bases pyrimidiques :
Elles sont formées d'un cycle hexagonal a quatre carbones et deux azotes. Différents
substituants viennent se greffer sur ce cycle commun atoutes les bases pyrimidiques

Au niveau des carbones 4 (substituant R;) et 5 (substituant Ry) (figure 3) [*2,
NH, NH, 0

Ry p CHj
R N HN HN
N|3 4\5 2 )\ | )\ | )\ |
2 . 6 N @) N
k,i,/ N N H

lecycle Cytosine Uracile Thymine
pyrimidique
Bases pyrimidiques

Figure 3. Le cycle commun et les différentes bases pyrimidiques des nucléotides.

2. bases puriques :
Elles sont formées de |'accolement d'un cycle hexagonal a quatre carbones et deux azotes et
d'un cycle pentagonal atrois carbones et deux azotes!™?.
Différents substituants viennent se greffer sur le cycle hexagona de I'hétérocycle commun a

toutes les bases puriques au niveau des carbones 2 et 6 (figure 4).
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NH» o)
=N ’\" \]TN HN ‘ N
9J kN/ NJ )\ J
H N H,N N H

Adenine Guanine

le cycle Purique Les bases puriques

Figure 4. Le cycle commun et les différentes bases puriques.

3. Biosynthese et catabolisme des bases puriques et pyrimidiques :
Le stock de bases puriques et pyrimidiques de I'organisme provient de la dégradation des
acides nucléiques, polymeéres de nucléotides!?.
Cependant, |I'organisme peut synthétiser ces bases en petites quantités.
La synthése de NOVO ™ du cycle pyrimidique se fait par liaison entre deux composés
carbonés:
e Un acide aminé (I'acide aspartique);
e Un dérivé du cycle de I'urée (carbamoylphosphate)
Le carbamoylaspartate ainsi formé est cyclisé, puis oxydé pour former la base pyrimidique.
La dégradation de ce cycle pyrimidigue donnera |'urée et un compose semi-aldéhyde.
Les deux cycles de la base purique peuvent étre synthétisés de NOVO et les principaux
contributeurs des carbones et azotes de ces cycles sont des acides aminés (aspartate, glycine,

glutamine) et des composés du métabolisme intermédiaire (formiate).

4. les propriétés chimiques des bases puriques et pyrimidiques:
L es bases azotées cycliques possedent certaines propriétés chimiques, qui vont influencer la
structure et la fonction des nucléotides ™.
Ces molécules sont des bases faibles et sont fortement conjuguées. Il existe une importante
résonance des atomes des noyaux cycliques de ces bases.
En fonction du pH de la solution, la plupart des bases puriques et pyrimidiques existent sous

forme de tautoméres C=0 ou C-OH (schéma 1) 2.
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HN/j HN/j
)\ )\
AN
HO N o
N NG
C-OH Cc=0
Tautomeres de bases pyrimidique
( OH ( o
NZ N HN
N | j S < | )
AN AN
N N N N
H H
C-OH

Tautomeres de bases purique

Schéma 1. Tautomeéres de bases purique et pyrimidique.

A pH physiologique les tautoméres C=0 prédominent largement et ont &é choisis dans les
formules ci-dessus. Mais les formules des tautoméres G-OH sont plus faciles a retenir. A pH
physiologique neutre, ces bases azotées sont hydrophobes et relativement insolubles dans
I'eau. Ces propriétés changent en cas d'augmentation ou de baisse du pH.

b) Le pentose:

Le pentose est un sucre simple a 5 carbones. Ces carbones sont numérotés de 1 a 5. on
numeérote les atomes de carbone du pentose lié a la base cyclique azotées avec des "primes’
pour éviter les confusions avec les numéros des bases (C1', C2',...etc.) [*Y.

Dans les nucl éotides, deux types de pentoses sont identifiés : le ribose et |e déoxyribose.

1. Le ribose :

Monosaccharide formé d'un squelette & 5 carbones, non ramifié et sans double liaison, le
ribose est un composant essentiel des nucléotides!?.

Le premier carbone forme un groupement carbonyle (CHO), qui fait de ce sucre un aldose.
Les autres carbones portent chacun un groupement hydroxyle (OH). La structure du ribose
peut étre représentée sous forme linéaire, qui est la plus simple. Cependant, en solution
agueuse, le ribose a une structure cyclique par formation d'une liaison covalente entre le
groupement carbonyle (carbone 1') et I'hydroxyle du carbone 4' (schéma 2). Le polymere de

nucl éotides contenant du ribose (ribonucl éotides) sappelle I'acide ribonucléque ou ARN 7.,
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CH,OH  OH

Cs
D-ribose
| :o:
4 r OH OH
3 2 CHZOH
noyau pentose
2'-déoxy-D-ribose

Schéma 2. Structure cyclique d'un pentose, du D-ribose et du 2'-déoxy-D-ribose.

2. le déoxyribose :

L e déoxyribose est un ribose dans lequel il manque un groupement hydroxyle (OH) en 2. Cet
OH est remplacé par un H. Comme le ribose, il est cyclique en solution aqueuse™,

L e déoxyribose est trouvé dans des nucléotides, appel és déoxyribonucléotides, qui constituent

I'’ADN.

c¢) L'acide phosphorique H3POy:

L'acide phosphorique est un tri-acide. Ce groupement phosphate rend donc le nucléotide
chargé négativement 2. Dans un nucléotide libre, I'acide phosphorique est 1ié au sucre par
une de ses fonctions acides (figure 5).

C'est le groupement hydroxyle (OH) du carbone 5' du pentose qui forme la liaison covalente.
Le nucléotide libre peut contenir un, deux ou trois groupements phosphates. On parle aors de
nucléotide mono-, di- ou triphosphate. Les phosphates sont alors liés entre eux par des
liai sons « phosphoanhydride », riches en énergie chimique.

Dans les ADN et ARN, le seul groupement phosphate du nucléotide verra deux de ces trois
fonctions acides estérifiées. La premiére fonction estérifiée permet la liaison au sucre du
nucléotide. La deuxiéme fonction estérifiée assure |'association au sucre du nucléotide

précédent 14,
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OH Liaison ester avec le C3' du pentose (nt précédent)
O——PZ——OH Liaison ester avec le C5' du pentose de son nt

OH Fonction acidelibre

Figure 5. L'acide phosphorique.

3. Structure et constitution du nucléotide :

Un nucléotide est donc I'association d'une base purique ou pyrimidique, d'un sucre de type
pentose et d'un phosphate.

Le pentose établit une liaison avec la base par son carbone 1' et avec le phosphate par son
carbone 5'1*4,

a) Liaison base—pentose :

Laliaison qui unit I'ose et 1a base est une liaison B-osidique (figure 6).

Cette liaison se forme par élimination d'une molécule d'eau entre I'OH semi-aldéhydique (H
en 9). C'est le méme carbone 1' du pentose qui est impliqué dans la liaison glucigéucide
dans les polysaccharides!.

Cet assemblage ose-base s'appelle «nucléosidey.

HN HN
Base k Base k
pyrimidique 1 purique N
H

NH
9 )
o (D NG

O O
T 1

Figure 6. Liaison base pentose.
b) Liaison pentose—phosphates :
La liaison entre le pentose et I'acide phosphorique est une liaison ester (figure 7) 1*°. Cette
liaison se forme par élimination d'une molécule d'eau entre :
e OHdunacide: il sagitici dun OH de H3POy;

e Hdunalcool :il sagitici del'hydrogéne de lafonction alcool en 5' du pentose.

10



Chapitre 1

OH

Base
o= G po—cr, 15
\ @]
OH
|
i
Figure 7.  Liaison pentose-phosphate.

¢) Nomenclature des différents nucléotides :

Par convention, I'association d'une base a un sucre de type pentose est appelée nucléoside,
alors que I'association d'une base, d'un sucre et d'un phosphate est appel ée nucléotide!*®).

Le nom du nucléoside ou du nucléotide dérive de celui de sa base (radical) suivi d'un suffixe
«osine» (base purique) ou «idine» (base pyrimidique) pour les nucléosides et «ylique» (base
purique) ou «idylique» (base pyrimidique) pour les nucléotides. Ces regles et les abréviations
des nucl éotides sont schématisées dans les tableaux 1 et 217

Tableau 1. Bases, nucléosides et nucl éotides constituant I'ARN.

Base Abréviation Nucléoside Nucléotide Abréviation
Adénine A Adénosine Acide adénylique AMP
Guanine G Guanosine Acide guanylique GMP
Cytosine C Cytidine Acide cytidylique CMP

Uracile U Uridine Acide uridylique UMP
Tableau 2. Bases, nucléosides et nucléotides constituant I'ADN.
Base Abréviation Nucléoside Nucléotide Abréviation
Adénine A Désoxyadénosine Acide AMP
désoxyadénylique
Guanine G Désoxyguanosine Acide GMP
désoxyguanylique
Cytosine C Désoxycytidine Acide CMP
désoxycytydilique
Thymine T Désoxythymidine |  Acide (désoxy) UMP
thymidilique

11
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Figure 8.

Cette molécule est-le:

N®-benzoyl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-déoxyadénosine
4. Du nucléotide a I'acide nucléique :
a) Les nucléotides forment les sous-unités de I'ADN et de I'ARN :

Les nucléotides contenant du ribose sont appelés ribonucléotides et ceux contenant du
désoxyribose, désoxyribonucléotides . Les cycles & base d'azote sont généralement appelés
base pour des raisons historiques : sous des conditions acides ils peuvent chacun fixer un H”
(proton) et augmenter ainsi la concentration en ions OH™ en solution aqueuse. Il existe une
forte ressemblance familiale entre les différentes bases. La cytosine (C), la thymine (T) et
I'uracile (U) sont appelées pyrimidines parce qu'elles dérivent toutes d'un cycle pyrimidine a
six atomes ; la guanine (G) et I'adénine (A) sont des purines et possedent un second cycle a
cing atomes associé au cycle a six atomes. Chague nucléotide porte le nom de la base qu'il
contient 1%,

L es nucléotides peuvent agir comme des transporteurs a court terme d'énergie chimique. En
particulier, le ribonucléotides adénosine triphosphate ou ATP  (figure 9) est utilisé pour
transférer |'énergie dans des centaines de réactions cellulaires différentes.

12
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Figure 9. Structure chimique de I'adénosine triphosphate (ATP).

L'ATP est formé par des réactions entrainées par la libération d'énergie apres la dégradation
oxydative des denrées alimentaires ™. Ses trois phosphates sont liés en série par deux
liaisons phosphoanhydride, dont la rupture libére de grandes quantités d'énergie utile. Le
groupement phosphate terminal, en particulier, est souvent détaché par hydrolyse, transférant
souvent un phosphate a d'autres molécules et libérant I'énergie qui entraine les réactions de
biosynthese énergie-dépendantes (schéma 3). D'autres dérivés des nucléotides servent de

transporteurs pour le transfert d'autres groupements chimiques!™?.

Liaisons phosphoanhydride

0 . =

Energie de la Energie disponible pour le travail
TOTTIETE SotaiTe cellulaire et les
ou de la syntheses chimiques
nouriture
_ - ] I
O—ﬁ'—OH + O—Iﬁ—O—ﬁ—O—CHZ
0 0] O
Phosphate
inoorganique (P;) ADP

Schéma 3. Lamolécule dATP sert de transporteur d'énergie dans les cellules.
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Cependant, le rdle le plus fondamental des nucléotides dans la cellule est le stockage et la
libération des informations biologiques. Les nucléotides servent d'unités de construction des
acides nucléiques — longs polymeres dans lesquels les sous-unités de nucléotides sont reliées
de fagon covalente par des liaisons phosphodiester entre le groupement phosphate lié au
glucide d'un nucléotide et e groupement hydroxyle du glucide du nucléotide suivant 1*°..

L es chaines d'acide nucléique sont synthétisées a partir de nucléosides triphosphates riches en
énergie grace a une réaction de condensation qui libére du pyrophosphate inorganique
pendant la formation de laliaison phosphodiester.

Il existe deux types principaux d'acides nucléiques qui différent selon le type de glucide de
leur squelette sucre-phosphate. Ceux basés sur le ribose sont appelés acides ribonucléiques
ou ARN et contiennent les bases A, G, C et U, Ceux basés sur le déoxyribose (dans lequel
I'hydroxyle en position 2' du cycle carbone du ribose est remplacé par un hydrogéne) sont
appelés acides déoxyribonucléiques ou ADN et contiennent les bases A, G, C et T (T est
chimiquement identique au U de I'ARN, avec simplement I'addition d'un groupement méthyle
sur le cycle pyrimidine). L'ARN se trouve en genérale dans les cellules sous forme d'une seule
chaine de polynucléotides, mais I'ADN est presgue toujours sous forme molécule double brin
— la double hélice d'ADN composée de deux chaines de polynucléotides antiparalleles
mai ntenues ensembles par des liaisons hydrogéne entre les bases des deux chaines!™.

La sequence linéaire des nucléotides de I'’ADN ou de I'’ARN code pour I'information génétique
de la cellule. La capacité des bases des différents acides nucléiques de se reconnaitre et de
sapparier I'une avec l'autre par des liaisons hydrogéne (appelée appariement de bases)y G

avec C et A avec soit U soit T — est a la base de toute I'hérédité et de 1'évolution.
b) Le brin d'acide nucléique est un polymeére linéaire :

L'ADN et I'ARN sont constitués tous deux de seulement quatre nucléotides différents!™¥. Les
nucl éotides utilisés pour la synthese de I'ADN et de I'ARN contiennent cing bases différentes.

Les bases adénine (A) et guanine (G) comportant une paire de noyaux couplés; les bases
cytosine (C), thymine (T) et uracile (U) a un seul cycle. L'ADN et I'ARN ont trois de ces
bases en commun : A, G, et C. T cependant n'est présente que dans I'ADN et U seulement
dans I'ARN. (Ces abréviations a une lettre pour les bases sont couramment utilisées pour
désigner tous les nucl éotides constituant |es polymeéres d'acides nucl é ques).

Un brin d'acide nucléique posséde un squelette constitué d'unités pentose phosphate répétées,

a partir desguelles les bases puriques et pyrimidiques sétendent, sous la forme de

14
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groupements latéraux. Tout comme un polypeptide, un brin d'acide nucléique possede une
orientation chimique : I'extrémité 5' présente un groupement hydroxyle ou phosphate sur le
carbone 5' de son dernier sucre. L'extrémité 3' quant a elle possede habituellement un

groupement hydroxyle au niveau du carbone 3' de son dernier sucre (schéma 4) ¢,

a
extremite o ) (b)
> |
"0—P=0
| © ®@ ©
|
5'CH,
o) 3 3 3
< H3 H p \\
o H OH
Liaison - | ° d >
phospho-< O—F|’=O
diester 0
|
~ 5'CH,
o)
3
- : 5 C-A-G 3
“O—p=—
Liaison <
phospho-
diester ,
5
\
Extrémité
3!

Schéma 4. Les représentations alternatives d'un brin d'acide nucléque illustrant son

orientation chimique.

Cette orientation, ajoutée au déroulement de la synthése dans le sens 5' vers 3, fait que par
convention |es séquences polynucleotidiques sont écrites et luesdanslesens g, 3

(de gauche adroite).

Par exemple, la séquence AUG est supposee étre (5') AUG (3). L'orientation g __, o
d'un brin d'acide nucléique est une propriété importante de la molécule*.
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La liaison chimique entre des nucléotides adjacents, couramment appelée liaison
phosphodiester, est composee en réalité de deux liaisons phosphoester, I'une du cété 5' du
phosphate et I'autre du coté 3 du sucre!™?.

La séquence linéaire de nucléotides associés par des liaisons phosphodiester constitue la
structure primaire des acides nucléiques. Comme les polypeptides, les polynucléotides
peuvent senrouler et se replier en conformations tridimensionnelles, stabilisées par des
liaisons non covalentes. Bien que la structure primaire des ADN et des ARN soit
généralement similaire, leurs conformations tridimensionnelles sont trés différentes. Ces
différences structurales sont essentielles pour que ces deux types dacides nucléiques

remplissent leurs fonctions spécifiquest™.

I1) Mécanismes de la transcription :

1. Réaction enzymatique de la synthese d'ARN :

La synthése d'ARN résulte d'une polycondensation de ribonucléotides monophosphates %,

L es caractéristiques de cette synthése sont les suivantes :

e C'est une réaction enzymatique catalysée par une ARN polymérase ;

e Lasynthése dARN débute par la condensation de deux ribonucléosides monophosphates
contrairement a la synthése dADN qui nécessite une amorce. L'un deux ribonucléoside
constituera (sous forme triphosphate) le premier nucléotide al'extrémité 5' de la molécule,
tandis que I'autre sera incorporé sous forme monophosphate *;

e L'édongation se produit toujours al'extrémité 3' OH de lamolécule;

e La condensation se fait a partir dun substrat activé (un des quatre ribonucléotides
triphosphates ATP, UTP, GTP, CTP). L'hydrolyse des deux derniéres liaisons phospho-
anhydrides riches en énergie (42 KJmole) fournit |'énergie nécessaire a la condensation ;

e Apres libération de deux phosphates, le nucléoside monophosphate restant formera une
liaison ester entre une fonction acide de son phosphate et la fonction alcool (OH) libre du
carbone 3' du dernier nucléotide de la chaine. Par définition, cette réaction de
condensation saccompagne de la libération d'une molécule deau. Le résultat est
I'incorporation d'un nouveau ribonucléoside monophosphate qui sera uni au précédent par

'intermédiaire d'un pont phospho-diester 7.
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La réaction inverse est une réaction d'hydrolyse de la liaison ester qui aboutit a la libération
du dernier nucléotide et d'une molécule d'eau, ce qui libére le carbone 3' du nucléotide
précédent (schéma5).

La vitesse globale dincorporation des nucléotides dans I'ARN est environ vingt fois

supérieure alavitesse d'incorporation de ces derniers dansI'ADN.

25N~ c CH
0”7 N o 0 OHpNT Xy N
O=P—O0—CH, / i | 2
| l/ﬂ‘oﬁ\c PN O:T_O_(I:HZ NH,
) e ‘é-" Ny N & o} cA%T~c |
_Cx _C_ _CH gcmC c N
7 O N N N nouvelle liaison cl) Cl)H I ! I
HC c CH
o:|-|~:—o—(|:H2 / ester | AN W
., o) —
0=P—O0—CH
I . o
acide nucléiqgue M Ncmc? Ny Condensation -0 C/‘Iq [P
100 7 Vot
OH OH |
OH OH
H20 H,0
Hydrolyse des NHz (—
liaisons riches | Hydrolyse
. . C
en énergie N R
T 1
HC_ ~C CH
N 2O\ c
6 0 ¢ N -
D-P-0-P-0-P-0-CH, o Y | | |
I 5 ~F A~ HC._ C~_ _-CH
O O O /'yl lg'\ o N N
o Tcemc' Ty -
| | 0O-P-0O-CH, o
OH OH Il 5™
O /iwl _le™\
ATP H Ycmmc' h
| |
AMP OH OH

Schéma 5. Réactions catalytiques de synthese et d'hydrolyse de 'ARN.

L'expression génique aboutit a la synthese, dans les cellules, dARN et de protéines, dont la
structure primaire est déterminée par celle de I'ADN. L'expression d'un gene fait appel al'une
et /ou |'autre des deux étapes suivantes!*?:

e La structure primaire de I'ADN dirige la synthese dADN dont la structure primaire
reproduit celle de 'ADN. C'est latranscription. La synthese de I'ARN se fait dans le sens

5 —>3.
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e Lastructure de certaines transcrits appelés ARN messagers (ARNm) dirige la synthese de
protéines dont la structure primaire reproduit par une séquence dacides aminés
I'information contenue dans la structure primaire de I'ADN. C'est la traduction (qui ne
concerne que les genes codant des protéines). Au cours de cette étape, I'ARNmM sera
traduit gréce aux ARNt qui reconnaissent les codons (triplet de nucléotides) grace a une
segquence complémentaire et qui portent |'acide aminé correspondant. La lecture de I'ARN
au cours de latraduction se fait dans le sens5' — 3'  tandis que la synthese de la protéine
se fait de I'extrémité NH, terminale vers I'extrémité COOH terminale 4. Chez les
procaryotes, la transcription et la traduction ont lieu dans le méme compartiment
cellulaire, alors que chez les eucaryotes, elles ont lieu dans deux compartiments séparés,

noyau et cytoplasme.

2. Synthése d'ARN par I'ARN polymérase 11 :

L'ARN polymérase I est I'enzyme de |a transcription des génes codant des protéines™?.
Elle est inhibée spécifiqguement par un poison extrait de I'amanite phalloide, o -amanitine.
Elle est présente dans tous les noyaux cellulaires. Sa masse moléculaire est de 500 000
daltons pour dix sous-unités!®.

La transcription qu'elle catalyse nécessite une matrice dADN constituée par le brin antisens,
des ribonucléotides triphosphates servant de substrats (ATP, CTP, GTP et UTP), plusieurs
cofacteurs protéiques (facteurs de transcription TFIIA, THIB, TFID, TFIE, TFIH, TFI1J) et
l'ion Mg?*. L'ARN synthétisé est |e transcrit primaire ou ARNhn.

* Incorporation des nucléotides :

Chaque nucléoside triphosphate est sélectionné en fonction de sa complémentarité avec la
base du brin ADN matriciel. La liaison riche en énergie entre le premier phogphate (
estérifiant le carbone 5' du ribose et les deux autres phosphates sont hydrolysés, libérant un
pyrophosphate qui sera hydrolysé ensuite par un pyrophosphate.

L e phosphate restant est lié par une liaison ester au carbone 3' libre du dernier nucléotide du
transcrit en cours de synthese.

L'ARN polymérase construite un ARN hybridé avec le brin antisens de I'ADN, dont la
sequence primaire est la copie du brin sens mais composée de ribonucléotides au lieu des

désoxyribonucléotides et d'uracile &la place des thymines (schéma 6) 2.
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Schéma 6. Incorporation des nucléotides au cours de la transcription.

3. Les ARN synthétises subissent différentes modifications :

Au cours de leur synthése, les ARNm sont modifiés de facon covalente aleurs extrémités 5' et

3' ce qui les distingue des autre ARN.

a) Enzyme Coiffante :

Lorsque I'dongation du transcrit primaire commence, I'extrémité COOH terminale de la

polymérase est phosphorylée™. Cette phosphorylation entraine |a libération des protéines du

complexe dinitiation. La premiére modification a lieu lorsque I'ARN en cours de synthése

mesure environ trente nucléotides de long %, Cette modification porte sur I'extrémité qui

exercetrois activités (schéma7) :

e L'hydrolyse du phosphate y du nucléotide 5' terminal du transcrit primaire ;

e Letransfert sur le phosphate B restant d'un guanylate a partir dun GTP;

e Lameéthylation de ce guanylate sur |'azote 7, avec pour cofacteur la S-adénosylméthionine
qui est transformée en S-adénosylhomocyctéine.

Les deux premieres activités sont catalysées par une protéine de 68 kDa et la méthylation par

une autre sous-unité de 57 kDa.
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CH,

PP

Méthylase

S-AdoMet

~

S-AdoHcy

Schéma 7 : Enzyme coiffante des ARN synthétisés par 'ARN polymérase |1.
b) Coiffe 7-méthylguanosine triphosphate (Me-G-ppp-5'):

Les ARNm sont exposés a des ribonucl éotides dans le cytoplasme. Leur hydrolyse libére des
nucléotides qui seront réutilisés pour la synthése de nouveaux ARN 4. La coiffe (cap) des
ARNmM protege les ARNm d'exonucl éases et de phosphatases en dissimulant leur extrémité 5'
terminale (schéma 8). Elle joue également un réle essentiel dans|'initiation de la traduction.
La coiffe est constituée au minimum d'un GMP sur e deuxieme phosphatef}) du nucléotide
situé a l'extrémité 5' du transcrit. Ce GMP est méthylé sur son azote 7. Si le nucléotide initial
comprend une adénine celle-ci peut étre méthylée sur la fonction amine™®. Les riboses des
nucléotides initiaux sont quel quefois méthylés sur I'oxygene de lafonction alcool en 2'.

Lacoiffe Me-G-ppp-5' est caractéristique de tous les ARNm et de leurs précurseurs.
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Schéma 8. Coiffe 7-méthylguanosine triphosphate Me-G-ppp-5' des ARNm.

c¢) La modification des ARN de fagon covalente :

La plupart des ARN des eucaryotes étaient modifiés de fagon covaente avant de pouvoir
sortir du noyau et les ARNt ne font pas exception . Les ARNt eucaryotes sont synthétisés
par I'ARN polyméraselll. Les ARNt eucaryotes et baériens sont typiquement synthétises
sous forme d'un gros précurseur dARNLt puis sont coupés pour produire des ARNt matures.
En plus, certains précurseurs d’ARNt (eucaryotes ou bactériens) contiennent des introns qui
doivent étre épissés™.

Cette réaction d'épissage est chimiquement différente de celle du préARNm; au lieu de
former un lasso intermédiaire, |'épissage de I'ARNt se produit par un mécanisme de coupure-
collage catalysé par protéines (Figure 10). La coupure et I'épissage nécessitent un repliement

correct du précurseur dARNt en sa configuration en fleur de trefle.
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Figure 10. Structure d'une endonucléase d'épissage de I'ARNL.

Comme les précurseurs d'/ARNt mal repliés ne subissent pas de maturation correcte, on pense

gue les réactions de coupure et d'épissage agissent comme des étapes de contrdle de qualité de

|aformation des ARNT.

Tous les ARNt sont également soumis a divers modifications chimiques presgue un

nucléotide sur 10 de chague ARNt mature est une version modifiée du ribonucl éotide standard

U, G, A, ou C™. On connait plus de 50 types de modifications de I'ARNt quel ques-unes sont

montrées dans lafigure 11.
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Figure 11. Quelques nucléotides inhabituel s placés dans les molécules d'ARNL.



Chapitre 1

Certains nucléotides modifiés — en particulier I'inosine, produit par la déamination de la
guanosine — modifient la conformation et |I'appariement de bases de I'anticodon et facilitent
ains la reconnaissance, par la molécule d/ARNt, du codon approprié sue I'ARNmM. D'autres

modifient la précision avec laquelle I'’ARNLt se fixe sur le bon acide aminé.

4. Synthese des ARN ribosomiques :

Les ARN ribosomiques (ARNr) sont transcrits a partir de groupes de génes identiques
disposés en tandem 2. Alors que de trés nombreuses molécules de protéines peuvent étre
synthétisées a partir d'un seul gene, il n'y a pas d'étape d'amplification pour la synthese des
ARNTr. De grandes quantités dARN ribosomiques peuvent étre produites grace aux multiples
copies des genes codant ces ARN. La transcription continue de ces copies multiples de genes
assure une provision adéguate de molécules dARN qui sont immeédiatement assembl ées avec
les protéines ribosomal es pour former les ribosomes. Cet arrangement moléculaire a lieu dans
le noyau, a l'intérieur d'une grande structure distincte appelée le nucléole, appareil de
production des ribosomes, qui se forme autour des genes des ARNr disposé en tandem, et
provenant de plusieurs chromosomes™?.

L'ARN polymérase | synthétise un transcrit primaire de 13000 nucléotides (nt), et I'ARN
polymérase 111 synthétise le petit ARNr 5S de 120 nt.

Lamaturation du transcrit primaire précurseur des ARNr se fait par excision de trois fragment
: I'ARNr 28S de 4518 nt, le 18S de 1874 nt et le 5.8 S de 160 nt. Presque la moitié de la

séquence nucl éotidique du transcrit primaire est dégradée dans le noyau
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A +1 Transcription
Promoteur
185 5.85 285
(P )
B

£T5, ITS1 TS £TS
"'Tl—nLL_Jit r*— 475
I—_'I'L—r_'|—| 1 418
—_— 1 365
r = 3 328
= 125

| S— ! 1]

I:IIEE 58 285 ARNr matures

Schéma 9. Synthese des ARNT.

Les ARNr 28 S, 5.8 S et 5S vont sassocier aux cingquante protéines pour former la grande
sous-particule. L'ARNr 18S formera la petite sous-particule avec trente-trois protéines™?.

5. les modifications du codegénétique :

a) le code génétique mitochondrial :

Le code génétique utilisé dans les mitochondries d'animaux et de champignons differe du
code standard utilisé dans tous les genes nucléaires procaryotes et eucaryotes. Le code
génétique differe méme dans les mitochondries d'especes distinctes (Tableau 3).

On ignore pourquoi et comment ces différences sont apparues au cours de I'évolution. UGA
par exemple, est normalement un codon stop maisil est lu comme un codon tryptophane par
les systémes de traduction de I'homme et des champignons ™. En revanche, dans les
mitochondries de plantes, UGA reste reconnue comme un codon stop. AGA et AGG, les
codons nucléaires standard de I'arginine, codent également |'arginine dans les ADNmt de
champignons et de plantes mais des codons stop dans I'ADNmt de mammiferes et des codons

sérine dans I'ADNmt de drosophile!™.
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Tableau 3. Les modifications du code génétique standard dans les mitochondries

Code standard Mitochondries
Codon Protéines codées Mammiféres | Drosophile | Neurospora | Levures | Plantes
par I'ADN nucléaire

UGA Stop Trp Trp Trp Trp Stop
AGA AGG Arg Stop Ser Arg Arg Arg

AUA lle Met Met lle Met lle

AUU lle Met Met Met Met lle
Cuy, cucC Leu Leu Leu Leu Thr Leu
CUA, CUG

Comme le montre le tableau 3. Les mitochondries des plantes semblent utiliser le code
génétique standard. Néanmoins, des comparaisons des séquences d'acides aminés des
protéines mitochondriales de végétaux avec les séquences nucléotidiques des ADNmt de
plantes suggerent que CGG pourrait coder soit I'arginine (I'acide aminé «standard») soit le
tryptophane. Cette non spécificité apparente du code mitochondrial des plantes sexplique par
I'édition des transcrits mitochondriadle dARN, qui peut convertir les résidus cytosine en
résidus uracile. Si une séquence CGG est éditée en UGG, le codon spécifique le tryptophane,
I'acide aminé standard pour UGG, alors que les codons CGG non édités codent I'arginine
standard. Le systeme de traduction dans les mitochondries végétales utilise donc le code
génétique standard [**.

b) les mutations dans I'ADN mitochondrial :

La gravité d'une maladie provoguée par une mutation dans 'ADNmt mutant de type sauvage
présents dans un type cellulaire particulier. En général, lorsque I'on trouve des mutations dans
I'ADNmMt, les cellules contiennent un mélange des ADNmt mutant et de type sauvage — un
état appelé hétéroplasmie ™. A chague fois qu'une cellule somatique ou germinale se divise,
les ADNmt mutant et de type sauvage se répartissent au hasard entre les cellules filles,
comme dans les cellules de levure. De ce fait, le génotype de I'ADNmt, qui fluctue d'une
génération et d'une division cellulaire a l'autre, peut dériver vers des ADNmt essentiellement
mutants ou sauvages. Puisque toutes les enzymes de la réplication et de la croissance des
mitochondries telles que les ADN et ARN polymérases sont importées a partir du cytosol, un

ADNmMt mutant ne devrait pas constituer un «inconvénient pour la réplication». Les mutants
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qui présentent de grandes délétions de leur ADNmt possedent méme peut-étre un avantage
pour laréplication car ils sont capables de se répliquer plus rapidement [,

Toutes les cellules possedent des mitochondries. Pourtant, les mutations dans I"ADNmt
affectent uniquement certains tissus. Ceux qui sont en général le plus touchés sont les tissus
qui ont le plus besoin de I'ATP produit par phosphorylation oxydative et les tissus qui
nécessitent la majorité ou la totalité des ADNmt de la cellule pour synthétiser des quantités
suffisantes de protéines mitochondriales fonctionnelles™¥,

c) La réparation des lésions de I'’ADN :

Il existe de multiples voies métaboliques de réparation de I'ADN qui utilisent différentes
enzymes agissant sur différentes sortes de Iésions. Deux voies métaboliques les plus utilisées
different dans lafagon deretirer lalésion de 'ADN.

La premiére voie métabolique, ou réparation par excision d'une base, implique une batterie
d'enzymes appelées ADN glycosylases, dont chacune reconnait un type spécifique de base
alternée dans I'ADN et catalyse son retrait par hydrolyse ™. Il existe au moins six types
d'enzymes, y compris celle qui retirent les C désaminées, les A désaminées, les différents
types de bases alkylées ou oxydées, les bases a cycles ouverts et les bases dans lesquelles la
double liaison carbone-carbone a été accidentellement transformée en liaison simple carbone-
carbone™.

L a deuxieme voie métabolique de réparation majeure est appelée réparation par excision de
nucléotides. Ce mécanisme peut réparer les dommages causes par presque toutes les
modifications assez importantes de la structure de la double hélice dADN. Ces lésions
«volumineuses» incluent celles engendrées par la réaction covalente des bases dADN avec de
gros hydrocarbures (comme le benzopyrene, un carcinogéene), ainsi que les divers dimeres
pyrimidiques (T-T, C-C et T-C) provoqués par la lumiere solaire. Dans cette voie
métabolique, un grand complexe multi - enzymatique examine I'"ADN pour base spécifique.
Deés qu'une Iésion volumineuse a été trouvée, le squelette phosphodiester du brin anormal est
coupé des deux cotés de la distorsion et I'oligonucléotide contenant la Iésion est retiré de la
double hélice dADN par une ADN hélicase. Le gros trou produit dans I'hélice dADN est
ensuite réparé par une ADN polymérase et une ADN ligase (schéma 10) 1.
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5!

3|

C désaminé

/

GC TUATTCZC

Paires de bases liées par
liaisons hydrogéne

C GAGTAGS®G

Uracile ADN
Glycosylase

GC T A T CZC
Hélice dADN

TR

C GAGTAGS®G

N L'ap endonucléase et |a phosphodiestérase
N retirent le sucre phosphate

GC T A T CZC

Hélice dADN avec untrou
H H H |_| i H H H d'un seul nucléotide

C GAGTAGS®G

L'ADN polymérase gjoute un
nouveau nucl éotide,
L'ADN ligase scelle la coupure

GC TCATCZC

Hilililitilili

C GAGTAGS®G

Schéma 10. (a) Réparation par excision d'une base.
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Dimere de pyrimidine

\
CTACGGTCTACTATGSG

FRHHHHARAARRRAEE ==

GATGCCAGATGATATCOC

Nucléase

v \
CTAYCGG TCTACTAT GYG

iliEEEELEELEREEE

GATGCCAGATGATATCOC

A\
ADNhédlicese |—» C€C GG TC TACTATSG

I_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_I

G

Hélice dADN avec un

H—H—Hﬂ Ao a0 allo H trou de 12 nucléotides

GATGCC CAGATGATATCOC

L'ADN polymérase plus
ADN ligase

CTACGGTCTACTATGSG

AAafRAAARAARRMA R

GATGCCAGATGATATCOC

Schéma 10. (b) Réparation par excision de nucléotides.
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Chapitre 2

Syntheése des nucléosides
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|. La synthese chimique des nucléosides :
[. 1. Historique:

Dans les dernieres années, la rentrée des nouvelles méthodologies dans la chimie du
nucléotide a simplifié formidablement la synthése des oligonucléotides *®. La phase moderne
de la synthése chimique des résidus de I’ oligonucl éotide principal ement sur |e développement
des types de condenser des coefficients [*¥ et protéger des groupements ! et appliquer la
purification rapide et les procédures de la séparation 2.

La synthése chimique des oligonucléotides a commenceé en 1955 quand A. M. Michelson et
A. R. Tood ont préparé le premier monophosphate du dinucléoside Y. IIs ont utilisé la
méthode du triester soi-disant de montrer que les oligonucléotides de série définie peuvent
étre préparés par des méthodes purement chimiques. En 1956 Khorana et coll. Ont synthétisé
le méme nucléotide par la méthode du diester avec succés ?. Ce processus a dominé la
synthese de I'oligonucl éotide jusqu'aux le mi-1970s, et a été utilisé par Khorana et Coworkers
pour la premiére synthése totale dun géne (ARNt alanine - spécifique de levure) .
L'importance des oligonucléotides synthétique a été généralement sous-estimée parce que la
synthése généralement était prenante et chére. C'était le progrés dans le génie génétique qui a
résulté en un dével oppement formidable dans la demande pour |es oligonucl éotides synthétisé
qui, a mené au développement de nouveaux concepts de la synthése et a l'automatisation
d ADN et lasynthése d’ ARN.
|.2. Lastratégie dela synthése:
La synthése chimique dADN consiste trois étapes :

1) Laséparation synthétique des deux extrémités complémentaires.

2) L’hybridation des deux extrémités (formation des liaisons d'hydrogéne entre I'A et

leT, etentrele Cetle G).
3) Lié enzymatiquement des molécules d ADN pour donner de plus grandes unités
d’ADN.

Les trois méthodes standard sont utilisées pour la synthése des 3', 5-internucléotide lié du
phosphodiester. Ils sont différents dans le type de construction du monomeére utilisé et connu
comme le triester du phosphate, phosphoramidite (phosphite), et les méthodes de
H-phosphonate (schéma 11).
Une oligomere peut étre synthétisée par I’ addition steppique de construction du monomere

individuel ou en joignant I’ oligomeére déterminé (par exemple, diméres ou trimeres).
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Laméthode du triester phosphate :

DMTr—O—CH, Base
@)
DMTr—O—CH, Base HO—CH, Base

@) @) MSNT
- o)
+ |
o) OR O=P—OR'
O=F|>—OR’ 1 O—CH, Base
| @)
o
2 3
OR
R' = 2-Chlorophenyl
La méthode de Phosphoramidite (Phosphite) :
PMIrTO—0Mz ) B3¢ o—cH,  Base DMTr—O—CH, Base
1) Tetrazole O
+ 2) I, H,0
| OR o]
AN ‘ o—F|>—0R'
R’ X 1 l
O_CH2 Base
R = —CH3, —CH2CH2CN 5 (@)
X = CI (phosphite)
x =~ N-CH(CHy), - OR
CH(CHa), (phosphoramidite)
La méthode de H-phosphonate :
DMTr—O—CH, Base
@)
DMTr—O—CH, Base HO—CHzO Base o)
O 1 - 1 _
) R—C-Cl _ (|)
0 * OR 2) 15, H0 O:Fl’—OH
| - O—CH Base
O=F|’—O 6 1 20
H 7

R' = adamantoyl, pivaloyl OR

Schéma 11. Synthése chimique d'oligodéoxynucl éotides.

DMTr = 4,4'-diméthoxytrityl résidu ; MSNT = mésityléne sulfonylnitrotriazole;

R = le support du polymeére.

31



Chapitre 2

L e concept précédent est employé dans la synthése de |a phase solide qui a été développée
par R. Merrifield %3 presque simultanément pour les peptides et par R. L. Letsinger ! pour
les oligodéoxyribonucléotides. Le premier nucléoside (sucre et base) est lié de fagon
covalente a un support insoluble au groupement 3-OH du sucre. Alors la synthese steppique
de la chaine continue appropriée par la condensation des monomeres du nucléoside. Comme
les résidus du produit de la réaction ont immobilisé sur le support, il peut étre libéré des autres
réactifs en lavant facilement ; la purification chromatographique qui prend beaucoup de temps
n'est pas exigée. La synthese est emportée habituellement sur un échelle de 0.2 - 1umol et
tous les réactifs sont appliqués dans un grand exces. La synthese de la phase solide des

oligonucléotides peut étre indiquée dans | es étapes suivantes :

1) Lapréparation des unités du monomere qui sont protégees ou sont activees.

2) Lefonctionnement du support.

3) Lasynthése de la série du nucléotide demandé par une des trois méthodes inscrites au-
dessus.

4) Sectionné des groupes protecteurs et e support.

5) L’isolement et la purification de la série demandée.

I. 3. Lesméthodes de synthese:
Les trois méthodes principales de la synthése doligonucléotide sont le triester du
phosphate, le phosphoramidite (phosphite), et les méthodes H-phosphonate (schéma 11). La

méthode du phosphoramidite est largement le plus utilisé (Schéma 12). Le cycle de laréaction

appliqué :

1) Arrachélegroupe DMTr de 5-OH.

2) Lacondensation de la prochaine construction du monomere (allongement de la chaine)

3) Protéger des groupements 5'-OH qui n'ont pas complétement réagi (couvrir).

4) Dans le phosphoramidite et le H-phosphonate traité, une étape d'oxydation
supplémentaire est exigée apres chague étape de condensation ou a la fin de la
synthése pour obtenir le phosphodiester internucl éotide respectivement désiré.

Lachaine d’ allongement dans tous les processus se produit dans les directions . 3
1 _» 1
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€liminé des groupes

rotecteurs - —
TMD—O—CH, B2 i > | Oligonucléotide]
o Hy o B!
| C=N TMDO—C
O=FI’—O/\/
Cl;CCOOH

— 1 3

o) CH%) B ONNNNLECPED
12/H,0 8 Détritylation g

ovwnnp)

Oxydation
TMD—O—CH, B?
°

NEC~No—p ONNNNECPED
O—CH % B!
11 10
OV (P L a condensation
(élongation du chaine)
/=N N—N
G N\% /(CH3CO)20 l Nﬁ
H

Couvrir Activation

O
ONNNNECPED X
NEC\/\O/ \N

A

Schéma 12.Cycle de la synthése d'apres |la méthode du phosphoramidite.
B = base; DMTr = 4,4'-diméthoxytrityle résidu.

| enchainez laterminaison |

13 12

I.3.a) Laméthode du triester phosphate::

Cette méthode a été utilisée pour synthétiser les oligonucléotides de construction
convenables dans la solution 2427, || peut étre employé pour |a synthése de la phase solide de
nucléotides jusqu'a obtenue une chaine de longueur de 20 bases approximativement. La
structure du monomere est un dérivé du phosphodiester du nucléoside protégé (Schéma 11)
[26]

qui réagit avec la terminaison 5'-libre d'un nucléoside du support — bonde pour donner un
phosphotriester neutre. Plusieurs dérivés d’ acides sulfonique aromatique %> 229 a'origine 1-
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(mesithyléne-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazole  (MSTN), servez comme des agents de
condensation. La réaction peut étre accélérée par des catalyseurs tels que le
N-méthylimidazole B%. Cette méthode n'est pas utilisée largement pour tout plus long di &
des inconvénients tel que un grand duré de réaction, grand nombre des réactions latérales, et
les coupure observées fréguemment ont causé par fractionnement incomplet pour
I'internucl éotide du groupe protecteur.

|. 3. b) La méthode de Phosphoramidite (Phosphite) :

Ce concept est semblable a la méthode du triester, mais la chaine synthétisée implique
I"intermédiaire du triester du phosphite trivalent. Actuellement, la structure du monomere
préféré est les phosphoramidites du nucléoside soi-disant introduits par Caruthers et coll. 132
Cela peut étre activé avec le tétrazole. Aprés chaque étape de condensation, le triester du
phosphite est converti au triester du phosphate par oxydation avec la solution d'iode. La haute
réactivité exceptionnellement des résultats du phosphoramidites activés dans le temps de
condensation de calcium est 1 min et > 99 % de rendement par étape d'allongement de la
chaine.

I. 3. c) Laméthode de H-phosphonate :

C'est la méthode de la synthése la plus récente et presque simultanément a été dével oppée
par Garregg et coll. ¥ et par Froehler et Matteucci ¥, La condensation est accomplie par
I’ activation de nucléoside 3'-phosphonate monomeéres hydrogéné avec le pivaloyle ou le
chlorure d'adamantoyle. Comme la bonde de H-phosphonate n'est pas arrachée pendant le
cycle de synthése, seulement une étape d'oxydation est exigée alafin delaréaction.

Cela considérablement réduit la durée du cycle. Un autre avantage pour la méthode du
phosphoramidite est la plus haute stabilité des monoméres. De plus, |'excés des
H-phosphonates peut étre régénéré apres la synthése, donc un codt de réduction ; cela devenir
cette méthode particulierement intéressante pour la synthése a grande échelle. Comme que le
dinucléoside d’une bonde H-phosphonate peut étre attaquée facilement par les réactifs
nucléophilique ¥, les thiophosphates de I'oligonucléotide ou I analogue du phosphoramidate
peuvent étre préparés facilement par I'oxydation avec le soufre ou I’ amine *°%,

I. 4. Synthese des oligoribonucléotides :

La synthése de la phase solide des oligoribonucléotides peut étre conduite par le
phosphoramidite ®” ou la méthode du H-phosphonate ¥. Un groupe protecteur
supplémentaire est exigé pour le groupement 2-OH du ribose ®®. Le groupe du tert-
butyldiméthylsilyle a gagné la fixation pour synthétiser la phase solide avec les
phosphoramidites du ribonucléoside. C'est stable sous les conditions exigées d’ acidité pour
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enlever le groupe DMTr et peut étre I’ arrachement avec le fluorure du tétrabutylammonium a
la fin de la réaction. Cependant, la géne stérique due aux résultats du groupe du tert-
butyldiméthylsilyl avec un rendement de 95 % par étape d'allongement de la chaine. D'ou,
cette méthode est convenable pour la synthése des oligomeres jusqu'a approximativement 40

nucl éotides de longueur de la chaine seulement.

Il. Protection des nucléosides:
I1. 1. Lesgroupes protecteurs:

La synthese d’ un oligonucléotide demande une protection de tous les centres réactifs, pour
gue la réaction de couplage ne se passe qu'a un site bien défini. Donc, le groupement
protecteur doit avoir les caractéristiques qui suivent :

1- Relativement facile del’introduire.

2- Stable sousles conditions de laréaction.

3- Senléve quantitativement, soit a une étape de syntheése ou a la fin de la séquence,

sans dégradation du composé final.
4- Séective et donne un bon rendement du composé, facilement purifié par les
techniques usuelles en chimie organique.

Et deux types de groupements peuvent étre distingués: des groupements protecteurs
permanents et intermédiaires.
L es groupements protecteurs permanents sont maintenus pendant |a synthése et reste attaché a
la chaine oligonucléotidique pendant toutes les étapes de synthése et ne Senléve gu'a la fin
d’ assemblage et qui protegent les fonctions aminées exocyclique de I'adénine, le cytosine, et
le guanine; le groupement OH de phosphore ; et le groupement 2'-OH de ribose (dans la
synthése d’ ARN).
Les groupements protecteurs intermédiaires protegent le groupement de 5-OH du sucre et
permet de démasquer juste une fonction nécessaire avant un couplage et qui doit étre enlevé
rapidement et facilement, de fagon répétitive, aux cours de |’ assemblage.
Les groupements protecteurs les plus importants sont représentés dans la (figure 12).
L’ adénine et la cytosine sont converties habituellement a I'amide acide correspondant avec le
chlorure du benzoyle en exces, I'amide de guanine est obtenu avec I’ anhydride isobutyrique.
L es groupements base - protecteur sont introduits avec une méthode développée par Ti et coll
39 A la fin de la synthése, les groupements protecteurs sont enlevés avec 32 %

d’ammoniaque liquide a 50-60° C dans 4-5 h.
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Par la suite, en séquence le guanine - riches, la position O-6 de guanine peut étre aussi protégé
[40-43] 'habituellement avec un résidu de 4-nitrophényle 4.

Benzoyl

4,4'-Dimethoxytrityl (DMT) ” :

C
)N Adenine
Isobutyroyl
NH
H3CO O—CH. | N d CH(CHa),
Guanine
O Benzoyl
o— P o— CH2
(0]

HaC— o
Methyl

| Cytos ne

I CHs
o— P—O—CH HN

Hy
NCCCO

O
Thymine
p-Cyanoethyl o— P—O CH2
14 :\<

Oo— CJ\IV\/VU'\I‘

2- Chlorophenyl

Figure 12. Les groupements protecteurs (caractere gras) utilisés dans la synthese des
oligonucléotides.

C’ est particuliérement important pour atteindre des bons rendements dans le triester traiter
parce qu'autrement la sulfonation avec |'agent de condensation se produit facilement.
L'amidine la plus labile ou les groupements d'acyle base - protecteur est dintérét pour la
synthése modifié des oligonucl éotides phosphate parce qu'ils sont plus sensibles a I’ hydrolyse
gue leurs analogues du diester ; et le traitement avec |’ammoniaque a 60° C peuvent causer
considérablement la rupture d extrémité [*>4". Les exemples importants de tels groupes sont
le résidu de 4-phénoxyacétyle pour I’ adénine et la guanine et le résidu d'isobutyroyle pour la
cytosine.

Le résidu du tert-butyldiméthylsilyle est préféré comme un groupement protecteur pour le
groupement 2-OH de sucre dans la synthése de |a phase solide des oligoribonucl éotides 7.
Le groupement 5-OH de déoxyribose ou de ribose est habituellement blogué avec le

groupement 4,4'-diméthoxytrityle ¥ qui peut étre enlevé aprés chague étape de couplage par
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I”hydrolyse d’ acide douce avec 3 % d'acide di- ou trichloroacétique dans le dichlorométhane
[30].

Dans la méthode du triester le groupement 2-chlorophényle est utilisé pour protéger le
phosphore ™° !, tant que dans la méthode du phosphoramidite, le groupement B-cyanoéthyle
est préféré au groupement du méthyle originairement usagé 3. e groupement
-cyanoéthyle peut étre enlevé facilement a la fin de la synthese par une B-élimination avec
I'ammoniaque liquide “?. Aucun groupement protecteur phosphorés internucléotide est exigé

dans le processus H-phosphonate.

[l. 2. Protection du sucre:
[1.2.a) Laprotection du 5-OH :

La protection intermédiaire de I’ hydroxyle primaire, est faite par un éher qui est acido -
labile. Parmi les groupements les plus utiliser on a le chlorure de diméthoxy-4,4'-trityl
(DMTr) (15¢) 8% qui est introduit sélectivement sur I’alcool primaire a cause de son
volume. On peut également utiliser dautres groupements protecteurs avec un ordre

d’ enlévement commeil suit :
DMTr (15¢) > MMTr (15b) > Tr (15a) ou le phényle-9Xanthényl-9 (pixyl ou Px) (16) !
(Figure 13).

O 15 a: R=R'=H Triphénylméthyl (Trityl)
15b: R=H, R=0CH; p-Anosoyl diphénylméthyl
Q o (monométhoxytrityl, MMTT)
15 ¢ : R = R'= OCHj di (p-Anisoyl)diphénylméthyl
O (diméthoxytrityl, DMTT)
R le groupe 5'-O-triphény| et ces dérivés mono- et di-méthoxy
Ph R
16:aR=0H
bR=C
@)

L e phényl-9-xenthenyl-9
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Figure 13.

Ces groupements, en plus de la protection de la position 5’ -OH, donnent une lipophilie au
nucléoside qui lui permet de se solubiliser dans les solvants organiques, et facilitant ainsi la
rapidité de montage de la séquence et la purification sur colonne de silice.

La réaction de tritylation consiste a agiter le nucléoside de départ en présence de DMTrCl
dans la pyridine avec ou sans activateur, la N,N-diméthylamino-4-pyridine (DMAP) a
température ambiante (Figure 14).

Le5-DMTr nucléoside (18) est purifié par simple chromatographie sur colonne de silice avec

du dichlorométhane enrichi en méthanol.

HO

B DMTrO
B
© (MeO),TrCl, Py 0
19 -
OH OH
17 | 18
DMAP 19
Figure 14.

En général le 5-DMTr nucléoside (18) est instable en solution ou a la chaleur, maisil se
conserve bien a sec, et précipite a partir d'une solution de dichlorométhane avec |’ éther de
pétrole.

La réaction de détritylation peut s accompagner d une réaction de dépurination, surtout dans
le cas de la N-désoxy-2'adénosine qui est trés sensible en milieu acide. Alors, deux acides ont
été étudiés pour la détritylation :

Les acides protiqgues comme I'acide benzénesulfonique (BSA), I'acide dichloroacétique
(DCA), letrichloroacétique et le trifluoroacétique (TFA).

Un acide non — protique, e bromure de zinc (ZnBr) 3, ce dernier est montré comme un bon
réactif de détritylation avec un trés faible taux de dépurination, mais ce réactif ne s'est pas
imposé dans la synthése oligonucléotidique, car la vitesse de détritylation diminue avec la
longueur de la chaine.
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Généralement les acides les plus utilisés reste le DCA, TCA et le TFA a2-3 % dans différents

solvants organiques (CH,Cl, — MeOH...) et dont ils donnent une déprotection compléte dans

quel ques minutes >4,
0
N +Hz0"
</ | 3 NH o
N +H OJr OH
N NH
HO 2 NH2 o <
—_—
¢} H,0 \ )\
OH NH,

20

Schéma 13. (Dépurination)

Le Px (16) est utilisé surtout avec les dérivés qui ne se cristallisent pas facilement et dont
leur précipité est généralement contaminé par des impuretés, bien que le Px donne de bonnes

propriétés de cristallisation meilleure qu’ avec le DMTr, I’ habilité est similaire.

[1.2.b) laprotection du 3'-OH :

Puisque la synthese s effectue dansle sens 3'— 5' de la sequence, le premier nucléoside
terminal en 3' doit avoir son 3'-OH protéger pendant la synthése en phase liquide, cette tache
est exécutée simplement par un groupement acylant, le benzoyl par exemple qui s enléve en
fin de synthese par I’ammoniaque en méme temps que les groupements protecteurs des
amines exo-cycliques.

Dans le cas d’ une synthese sur support solide, le 3-OH est relié au support solide par une
fonction ester (Schéma 14).
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Schéma 14.

[1. 3. Protection des bases Hétérocycliques:

Les nucléosides déoxycytidine, déoxyadénosine, déoxyguanosine possedant des
groupements amines exo-cycliques exigent une protection permanente afin d éviter des
réactions de phosphorylation secondaire sur ces positions.

48,50,55]

La protection est généralement achevée par I acylation | , bien que plusieurs aternatives

aient été proposees, les groupes protecteurs les plus populaires restent le Benzoyle pour le
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déoxycytidine et le déoxyadénosine et |'isobutyryle pour le déoxyguanosine, le Thymine ne
demande pas de groupe protecteur.

Ces groupes sont enlevés en fin de synthése par I’ammoniague ou I’ion oximate *®. Plus la
caractérisation des réactions associées aux guanosine a nécessité |’ introduction d’ un deuxiéme
groupe protecteur ala position O-6.

Bien que des méthodes de benzoylation sélectives soient décrites, la méthode la plus utilisee
consiste en une per-acylation, suivie par une hydrolyse sélective apH > 10 qui clive les esters

tout en laissant les N-alcoyl nucléosides intacts.

I1. 3. a) Peracylation :
Puisquon a besoin seulement des groupes amines protégés, nous avons référence a une
per-acylation (Schéma 15).

o]

R
0]
\( 5

o PY
i © 87 R - HO )k
© 3 RCOCI o _OH o B R
B Hydrolyse
OH (e} 0
OH
Y - .

17
R

Schéma 15.
Le rendement en général est faible, alors on a tendance a une autre méthode de protection
qui est la" Protection Transitoire" développer depuis 1982 (Schéma 16).
0

HO
B ™ 5 T™MSQ )k
o
e} B R
TMSCI RCOCI,, o
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22 i NV

HO B R
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Schéma 16. (Protection Transitoire)
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[1. 3. b) Laprotection de la déoxy-2'-adénosine :

La déoxy-2'-adénosine (20) est protégée par une benzoylation / débenzoylation sélective
[4850] avec un bon rendement (schéma 14). Cependant, cette méthode est longue, en plus, elle
demande I'isolement des composés intermédiaires, mais |'étape la plus critique reste
I” hydrolyse pour contréler des esters benzoiques, sans toucher aux groupements benzamides.
Pour I autre approche, la protection transitoire des OH reste toujours possible, avec un éther
silylé 3% Cependant, le rendement, peut chuter quand on travaille sur de grande quantité,
car la qualité de chlorure de triméthylsilyle (TMSCI) est primordiae, ainsi que la vitesse
d’ addition, qui ne doit pas générer une acidité et une surchauffe locale susceptible de
dépuriner.

Envers les acides |la N-benzoyldésoxy-2'adénosine est plus fragile, et le taux de dépurination
est six fois supérieur a celui de I’adénosine de départ, ceci est expliqué par une protonation
préférentielle en N-7, alors que la désoxy-2'adénosine est protoné préférentiellement en N-1
(4850 ‘Mais la présence d'un groupe acyle °” substituant la fonction amine en -6, rend la
protonation en -7 plus facile ™ et donc la coupure de laliaison glycosidique.

Laguelle c'est la raison pour des efforts sont portés sur la recherche de nouvelles conditions
de déblocage [*°% 5% et en particulier sur I" utilisation des acides de Lewis [ suite aux travaux
de Vasella® ou encore des nitrites.

Une autre possibilité consiste a utiliser un nouveau type de groupe protecteur de la fonction
5-OH et ¢'est le sens des travaux de I équipe de Reese [?, une troisiéme approche consiste a
modifier la sensibilité de laliaison glycosidique.

[1. 3. c) Protection de désoxy-2'-guanosine :

Pour des raisons de solubilité, la désoxy-2'guanosine est protégé par un groupement
isobutyryle qui est introduit par une acylation suivie d' une hydrolyse ou bien par la méthode
de protection transitoire avec un triméthylsilyle 3%,

Coté rendement |a désoxy-2'-guanosine est le nucléoside le plus difficile a manipuler, car il
est en générale inférieur a ceux des autres nucléosides, ce faible rendement revient aux
réactions secondaires qui donnent des produits colorés ou fluorescents attribués a la réactivité
de I’oxygene en position O-6 envers les agents de condensation et de phosphorylations.
Evidement ce probleme de dégradation, augmente avec la longueur de I'oligomeére, et a

I’ exposition longue et répéter de ces facteurs.
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Reese a rapporté que la déoxy-2'-guanosine et ces dérivés, était sulfonylé a la position O-6
avec du chlorure d arenesulfonyle dans la pyridine, ce qui méne alalibération de HCI durant
la réaction de condensation [*¥. D’autre part, la guanosine peut réagir avec un excés de
1-(mesithylene-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazole (MSTN) (31a), pour donner les dérivés
6-(3-nitro-1,2,4-triazol-1-) (32) 1%, surtout quand le temps de la réaction de phosphorylation
est pluslong (Schéma 17).

NO; /

/N NH Hs N
<N | )\ | </ | NH

L
o N NHIb N - ' _
M N N NHIb
° HsC = CHs o
(MSTN) 3la
Ib
b
30 | 32
Schéma 17.

Pour minimiser les réactions secondaires avec le (MSTN) il faut éviter |’ utilisation d’un
exces du composé phosphodiester et de (MSTN) et réduire le temps de la réaction de
condensation. Le 1-(2,4,6-triisopropylbenzensulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazole (TPSNT) (31b)
réagir, en donnant des réactions secondaires.

N
I

O,

CH(CHy),
0,S
(H3C),HC CH(CH,),
31b
Figure 15.

D’autres chimistes ont supposé les dérivés du tétrazole, comme le 1-(mésithylene-2-
sulfonyl)-1,2,3,4-tétrazole, qui réagi avec un bon rendement.
Plusieurs équipes de recherches ont abordé le probléme de |a protection de O-6, donc elles ont

développé une nouvelle stratégie de protection incluant des groupes protecteurs comme: le
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tri-méthylsilyléthyle, clivé par I'ion fluoride dans des conditions neutres, et les groupes
d’ éthyles substitués, qui sont clivés par une réaction de B-élimination.
L'équipe de Reese %3 a introduit le (2-nitrophényl); alors que plusieurs groupements
substituants O-6, comme le silyle, sulfonyle, phosphoryle, et le phosphinothiole ont étés
introduits par Hata®, et le triméthylsilyl par Jones ™.

Dans son travail de protection par le groupement 2'-nitrophényl, Reese®? a procédé ala
transformation de 2-N-(4-t.Buthylphénylacétyl)-désoxy-2'-guanosine (33) a ces dérivés
6-O-(2-nitrophényl) (34) avec un rendement de 37 % (Schéma 18).

O,N
Q o
{Nﬁ M. </N | S
NP ®. @ Y N)\NH
HO
0]

HO

OH OH

33 34
1) (MeOCH,CO), /Py 2) MeSO,Cl / EtsN / CH,Cl,

3) 2-NO,CgH,OH / Py 4) NH3/ MeOH

Schéma 18.

[1. 3. d) Protection de la désoxy-2'cytidine:

Comme dans le cas d adénosine, le groupement amino-4 de désoxy-2'-cytidine est protégé
par un benzoyle, mais on peut faire une protection sélective avec |’ anhydride benzoique qui
benzoyle I’amine exocyclique, sélectivement sans estérifier les fonctions hydroxyle [
(Schéma 19).
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[11. Lefonctionnement du support :

Le polystyréne [, e polyacrylamide ), la cellulose I, et 1a silice ¥ ont été utilisés
pour la synthése de la phase solide des oligodéoxyribonucl éotides. Actuellement la matiére du
support préférée est un verre du pore contrdlé (CPG) "™ fonctionné avec un espace d'amine
alkylé de longue chaine. La matiere est relativement rigide, elle est inerte a tous les réactifs
utilisés dans la synthése.

De plus, il résiste le plus haut effort mécanique appliqué aux grands nombres des réactions
exécuté dans les synthétiseurs automatiques. La distribution des pores étroite de ce support
permis d’avoir des paramétres de diffusion uniforme et, par conséquent, un taux de débit plus
reproductibles et une disponibilité des pores du support utilisé.

Le support est fonctionné pour un akylamine pa silanization avec le

3-aminopropyltriéthoxysilane %972

. L’échauffement et le traitement subséquent avec le
méthanol produire un échange du groupement silyle et une hydrolyse de groupes externes,
fortement arrangés !, Pour synthétiser I’ extrémité 3-OH du nucléoside de I'ADN est lié au
support par un espace du succinyle 4% |_es groupes aminés du support qui n‘ont pas réagi
sont couverts avec | anhydride acétique ™. Pour déterminer le chargement du support avec la
matiére du nucléoside, un aliquote est traité avec |'acide fort pour enlever le résidu de DMTr.
La solution orange produit contient le cation du diméthoxytrityle [ peut étre déterminé en
mesurant |'absorbance a 495 nm. Habituellement le chargement moyen est 15-25 umole par

gramme de CPG.
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V. L’ éimination des groupes protecteurs et la purification des oligonucléotides :
V. 1. L’ éimination des groupes protecteurs:

Apres la synthese, |'oligomeére est encore compléetement protégé et attaché au support.
L’ arrachement des groupes protecteur devrait commencer toujours par I'internucléotide qui
protége le groupe de phosphore pour prévenir une extrémité déformée (277,

Si la méthode du triester est utilisée, le groupe 2-chlorophényle est éiminé par le traitement
avec un " aldoximate " [ ; 1a base des groupes protecteurs et le support sont enlevés avec
32 % d’ammoniaque liquide & 50° C. Finalement, le traitement avec 80 % d’ acide acétique
arrache le group DMTr, a condition & n'est pas exigé la purification par I'HPLC (La haute
performance chromatographie liquide) - phase renversee.

Si les phosphoramidites du méthyle sont utilisés pour la synthése, la premiere étape du
déprotection est le traitement avec le thiophénole pour arracher le groupe du méthyle ™.
Cependant, si les phosphoramidites pB-cyanoéthyle sont utilisés, alors le traitement avec
I’ammoniaque a 50° C est suffisant pour enlever tous les groupes protecteurs y compris le
support.

V. 2. Lapurification des oligonucléotides :

Du moment gue la condensation ne donne pas 100 % de rendement avec |’ associant des
étapes, les petites chaines homologues sont présents par I’ addition des résultats. Par exemple,
pour un oligonucléotide avec 70 bases et un 98.5 % de rendement par étape de condensation,
les comptes alternés du résultat sont < 35 % du rendement total. Une étape de purification est
exigée par conséquent pour une oligomére plus longue 7.

L’HPLC ou gel de polyacrylamide électrophoréese est utilisé communément pour la séparation
du produit. La purification par la phase renversee HPLC est idéal pour |a séparation habituelle
d'oligonucléotides contient 40-50 nucléotides %3 |ci, 1a série des produits qui est encore
tritylé est élué avant. L'efficacité de la séparation peut étre augmentée avec la haute affinité
spéciale qui protége des groupes qui alloué la purification de la chaine avec 150 bases Y. S
le groupe du trityle est arraché avant la purification, le caractéere du polyanionique dominé.
Alors cest plus avantageux de séparer le produit demandé par chromatographie dion
exchange.

Le gd éectrophorése sur le polyacrylamide sous des conditions transformer est la méthode la

plus efficace pour la séparation de I'oligonucléotide 8283

; les produits homologues sont
séparés selon la dimension. Habituellement |a série des produits qui est la plus longue
séquence a la plus basse mobilité. Les fragments individuels deviennent visible sur

I’exposition aUV (A 254 nm) et ils sont coupé hors de la matiére du gel. L’ extraction avec le
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glacé tampon ou I'éectroéluant et subséquent dessalement (filtration du gel) rendement
demandé de I'oligonucl éotide.
V. Synthese des oligonucléotides modifiés:

Les oligonucléotides liés a une série des produits définis sous des conditions d'hybridation
spécifiquement convenables. Relativement |es petits oligonucl éotides (< 20 bases) sont utilisé
pour des nouveaux drogues désigne les stratégies impliquer visant |’intervention de
' expression génétique au niveau de la transcription ou la traduction &4,

Pour les applications chimiothérapeutiques in vivo ont basé sur I'hybridation ségquence -
spécifique (inhibition de I'anti-sens), les oligonucl éotides nucléase - résistants sont exigés (les
plus importants sont montrés dans le figure 16). 1ls peuvent étre obtenus par modifié la partite
importante du phosphate des oligonucléotides, en utilisant les a-anomeres (46) ou 2'-O-alkyl-
ribosides (45).

Malgré les changements, ces oligonucléotides hybrider avec la série des réactions et ils
peuvent traverser des membranes cellulaires d0 plus facilement aleur nature lipophilique.

Les applications de ces analogues comme les oligonucléotides de I'anti-sens sont résumee
dans [+,

L es analogues Phosphothioate (37). Dans lequel un atome non lié du groupe de phosphate est
remplacé par un atome du soufre a une seule position spécifique ou a toutes les positions dans
la chaine, peut étre synthétisé par |a méthode phosphoramidite ou par le H-Phosphonate 878
Habituellement, la réaction de la sulfonation est toujours migrée avec une solution de soufre
dans la pyridine et le disulfure du carbone [, Les autres réactifs de la sulfonation qui peuvent

étre utilisés aussi dans la synthése sont décrits dans [*+9.
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Figure 16. Les oligonucléotides modifié

Comme I’ADN meére, les analogues du phosphorodithicate (42) sont des produit
stéréochimiguement uniforme et peut étre préparé par la méthode du phosphoramidite avec
les monoméres du thiophosphoramidite correspondant .

Les méthylphosphonates (41), les phosphoramidates (43), et |es phosphotriesters (44) ne sont
pas des ions et ils ont un caractére hydrophobe plus que ce trouve dans les acides nucléiques
naturelles. La synthése des oil gonucl éosides méthyl phosphonates sont décrite dans [**%7), et ils
sont bien migrer avec le nucléoside 3'-méthylphosphonous acide imidazolide qu'ils sont
préparés de méthylphosphonous acide bisimidazolide et le nucléoside bien protégé
complétement. Ou bien, Le H-phosphonate est réagi avec le chlorure du tert-
butyldiméthylsilyle pour donner le silylphosphite et par I’ oxydation successive avec |’ akyle
ou l'aryle halogéné . Tso et Miller " ont conduit toutes les rapports sur I'activité
biologique de ces analogues de I'oligonucléotide (lesquels ont été nommés " matagen ", un
acronyme pour brasser la bande pour expression du gene).

L es phosphoramidates (43) peut étre préparé par réagir les oligonucl éotides de H-phosphonate
avec une solution d'amine convenable dans |e tétrachlorure du carbone [,

Les 2-O-méthylribonucl éotides (45) sont bien établi les nucléosides modifiés qui sont utilisé
comme structure du monomére pour la synthése de I'oligonucléotide . Les synthéses du

phosphoramidites du nucl éoside correspondant sont décrites dans %
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Les oligonucléotides avec a-2'-déoxynucléosides (a-ADN) forme B-ADN avec ADN
naturel ; cette forme a des extrémités paralléles et elle est aussi nucléase résistant (104102,
Pour augmenter les nombres liés de I’ oligonucléotide final, la pénétration d' un agent (par
exemple, 2-méthoxy-6-chloro-9-aminoacridine %% ou phénazine %)) peut étre lié de
facon covalente avec I’ oligonucl éotide. Ces agents accédent « intérieurement » entre les bases
paires de double hélice, se multiple le partenaire stable.
Une deuxiéme méthode impligue la construction des groupes réactifs (par exemple, psoralen
[106 - 108] ' 57i dophénacyle ou dérivé de azidoproflavine, proflavines, et porphyrines X%~ 113
qui sont activé par I’'UV ou par lalumiere visible et peut croisé avec I'’ADN ou I’ ARN mére.
Les endonucléases sont des enzymes agissent ¥ sur les oligonucléotides qui portent un
groupe qui peut capter le fractionnement spécifique de I’ acide nucléique fondamental aprés
avoir lié ala cible. Tels groupes sont susmentionné les groupe photoréactifs : le traitement
subséquent avec le pipéridine permis de sectionné la série des produits dans des pores croisé.
La lumiére directe raison de fractionnement a pH neutre est réaliser avec les élipticiens et les
dérivés du diacapyréne . Les métaux moléculaires ont 1ié & les oligonucléotides (e. g.
iron.- EDTA 517 cuivre - phénanthroline 8?4 ou fer - porphyrin [*#%) relativement
le role spécifique principal a fractionné la série des réactions. L’ enzyme non spécifique de
I”’ADN ou I’ARN limité ont borné a un oligonucléctide complémentaire peut aussi détruire
| acide nucléque fondamental (123124,
Le Nonradioactive connue des oligonucléotides synthétiser est devenu une technique
importante dans la biologie moléculaire et plusieurs procédures chimiques ont été
développées. Les oligonucléotides sont liés de fagon covalente aux groupes indicateurs tels
gue les fluorescentes colorés, les biotines, et d autres groupes biologiquement actifs. Ces
groupes rapporteurs peuvent étre liés a un oligonucl éotide au extrémité 5'-OH, et les extrémité
3'-OH, la partie importante du phosphate, ou un des bases. L'attachement aux extrémités 5'-
OH par la protection de I'aminoalkyle ou par le phosphoramidites du thioalkyle est tres connu.
Cet aminoalkyle ou thioalkyle sont goutés dans la derniere étape de synthese et ils sont
produise un amine ou thiol terminal libre aprés |’ arrachement des groupes protecteurs 12127,
La série de réaction avec la molécule de I’ indice activée (e. g. biotine-N-hydroxysuccinamide)
donne I'oligonucl éotide indique.
Un grand nombre prenantes deux fonctions (par exemple, ester maleimidohexanoyl-N-
hydroxysuccinimide) a été décrit lesquels permis I'accouplement aux enzymes 2 |es
peptides, et les proteins lié avec les oligonucléotides par des groupes amino de I’ acide aminé
ou les groupes thiol de cystéine.
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L'attachement au extrémité 3'-OH peut étre emporté dehors a I’ unité du ribose avec I’ ARNt,
ligase, suivi par fractionnement périodique du ribose cyclique, et amination réduite
subséquent [*2°%%% | e rapport par un groupement d’ extrémité 3' du thiol est décrit dans [*3%.
Ainsi, le support modifié est commercialement disponible c’est-&-dire les rendement du
groupe amino - aliphatique primaire au extrémité 3' *2.

Aux groupes reporter de la bonde internucléotide peut étre attaché, par exemple, avec la
liaison phosphoramidate 33~ 3%,

L'attachement des groupes reporteurs aux bases modifiées habituellement réalisé a la position
C-5 des pyrimidine ou le position C-8 de purines [**,

Durant la synthése d'oligonucl éotide, e déoxyuridine phosphoramidite protégé compl étement
(37 a modifié avec le résidu du trifluoroacétylaminopropenyle est inséré a la position
demandé dans la série (habituellement a C-5); apres le fractionnement du groupe protecteur,
le groupe couplé est lié avec la fonction amine produisait, Les autres nombres des position
libre a été décrit (par exemple, la position C-4 1%~ 14% de 2'-déoxycytidine et la position N-6

de I’ adénine cyclique **¥ ou la fonction amine exocyclique de guanine résidu 4%).
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Chapitre 3

Applications de la synthése sur les

nucléosides et leurs intéréts biologiques
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|. Différentes application pour la synthese des nucléosides:

I. 1. Unestratégie pour la protection de déoxyguanosine :

Le probleme de temps des réactions latérales des résidus du guanine pendant la synthese de
I'oligonucl éotide continue & étre cité 184571143148 - ol gré | avancement majeures dans la
méthodol ogie synthétique rapportée ces derniéres années. L’ origine du probléme semble étre
dans la susceptibilité de I’oxygéne 6- de guanine envers la sulfonylation par des agents
condensés [#+1%6147 et envers la phosphorylation par des nucléotides activé . Bien que
quel ques dérivés formés puissent étre convertis sous le produit original [**41*® dans plusieurs
exemples, ils dégradent aux matiéres polaires.

Les problémes dans la dégradation du guanine sont plus dur avec I’ oligomeére le plus long
(49 o0 a répété 1"accomplir des résidus du guanine pour la sulfonylation possible ou la
phosphorylation méne a baisser les constantes dans le rendement avec la longueur de la
chaline croissante. L’ usage de la réaction trés courts pour les réactions de condensation peut
minimiser, mais ne peut pas éliminer ce type de dégradation, et peut mener a une réaction
incompl ete.

Gaffney et Jones [ ont éiminé cette dégradation par développé une stratégie du groupe
protecteur pour le guanine qui comporter une protection O-6 ™. Pour le groupe protecteur
lui-méme ils ont choisi de réaliser sur le group triméthylsilyléthyle, arraché sous des
conditions neutres avec I’ion du fluorure %% et ont substitué des groupes d'éthyle qui sont
arrachés par des réactions de B-élimination.

Comme plusieurs de celui-ci a été développé (comme les groupes protecteurs du phosphate)
1831561 '1es groupes avec une grande gamme de stabilités sont disponibles rapidement pour
choisir celui qui est le plus convenable pour compléter la stratégie synthétique particuliére.

La synthese de 48c, 49c, et 50c a été réalise de 47a comme se déterminé précédemment. Les
composés 51c et 52c ont été préparé de 47b, comme ils n'ont pas survécu les conditions
basiques employées pour I'hydrolyse de 3' et 5 des groupes d'isobutyryle. En fait, les
conditions normalement utilisées pour la désilylation de fluorure du tétra-n-butylammonium
(TBAF) dans le THF arraché aussi les racines de cyanoéthyle O-6 et le 4-nitrophenéthyle.
Cependant, cette élimination peut étre évitée qu’'on utilise un réactif désilylé contient un
mélange de TBAF et de pyridine HF **7 (Schéma 20).

Avec 2 M HF/1IM de TBAF dans la pyridine (1 eq TBAF) la désilylation est compléte en
24 heures, sans éiminer le groupe protecteur de guanine. Le réactif est commodément préparé
par |I'addition du montant de TBAF/THF exigé et le HF aqueuse dans la pyridine en exces et

on seche par la concentration sur I’ évaporateur rotatif.
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O—TPS

OCH,CH,R,
fN
)\
N

48 a-c - 52a-c

NHIb

47 a,b 48 Ry= SiMes
a R= Me,CHCO 49 Ry= SCeHs
b R= Me;CSiMe, 50 Ry=SCeH4NO,
¢ R=H 51 R]_: C6H4N02
52 R;=CN
Schéma 20.

L es propriétés de ces cing groupes protecteurs sont résumées dans le tableau dessous. Etre

utile a I’addition avec la stratégie synthétique de groupe protecteur qui doit rencontrer des
conditions intenses. Ceux qui est inclure une simple pénétration, un bon rendement de
fractionnement sous des conditions douces, et une compatibilité avec des autres groupes
protecteurs et des procédures employées pendant la synthése. Comme chaque groupe
protecteur peut étre introduit dans un bon rendement, et arraché sous des conditions douces,
c'est clair que n'a pas chacun entre eux est convenable pour toutes les attenants de
I'oligonucl éotide synthétiser.
Le triméthylsilyléhyle (TSE), par exemple, a été trouvé un groupe extraordinaire ; Sensible a
I'acide, et aussi employées communément les mémes conditions douces pour arracher le
groupe 5'-diméthoxytrityle ainsi enlévent le groupe TSE. Cependant, c'est stable pendant
I’enlévement d'un groupe protecteur aternatif 5, et le groupe 2-dibromométhylbenzoyle
(DBMB) 1. Drautre coté, les groupes phénylthioéthyle et 4-nitrophénylthioéthyle, sont
effectivement stables, jusqu'a ce que oxydé au sulfoxide, ils sont compatible avec toutes les
méthodes synthétiques. Comme prévu, le 50c est fractionnée plus rapidement aprées
I’ oxydation que le 49¢, maisil est beaucoup plus résistant a l'oxydation et donc parait gu’il ne
donne aucun avantage sur ce dernier. Le groupe nitrophényléthyle parait étre aussi applicable
généralement, et il al'avantage que n‘aucune étape d'oxydation est exigé avant I’ arrachement
par le DBU.
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Tableau 4: les rendements et les conditions des réactions utilisées dans la synthese des

dérivés de déoxyguanosine.

Lecomposé | Lerendement L es conditions des réactions La compatibilité®
50c 65 % 5eq TBAF/THF, 5min ou DBMB
ZnBry/CH3NO2, 10 min CNEP
51c 81 % 1) NalOy4, 6 h. DMT

2) DBU, 18 h ou NH4OH, 50° C, 24 h. DBMB ou CNEP
52c 75 % 1) Nal Oy, 24 h. DMT

2) DBU, 1 h ou NH4OH, 50° C, 2 h. DBMB ou CNEP

Les réactifs : le TBAF/THF est une solution (1M) de fluorure du tétra-n-butylammonium
Dans le tétrahydrofurane, le BDU est le 1, 8-diazabicyclo [5.4.0] undec-7-éne, le DMT est le
groupe 5'-O-diméthoxytrityle, le DBMB est le groupe 5-O -dibromométhylbenzoyle, le
CNEP est le groupe 3'-O-(Chlorophényl)cyanoéthylphosphate .

®La compatibilité avec le DBMB informe quil y a aucune élimination de groupe protecteur
était détecter aprés 5 heures avec lesions Ag” et aprés 5 heures avec le Na,COs (0.2 M) dans
le (dioxane: eau); avec le CNEP aucune éimination aprés 2 heures avec (triéthylamine:
acétonitrile)(1: 1); avec le DMT aucune élimination aprés 1 heure avec le ZnBr, dans le

nitrométhane, ou une demi-heure avec 2 % d’ acide du toluénesulfonique.

Et quant smplifier I’ éimination, le groupe cyanoéthyle parait ére le plus attendu, comme il
est arraché avec l'ammoniague liquide simplement. Bien que ce soit arraché dans
I”ammoniaque liquide et avec le triéthylamine liquide c'est relativement stable par rapport au
triéthylamine sous des conditions anhydres. Par exemple, dans le 1:1 mélange de
triéthylamine : acétonitryle utilise pour I'élimination B de la fonction 3'-cyanoéthyle

phosphate 52b montré seulement 50 % d’ arrachement apres 20 heures.

Gaffney et Jones [ ont traité des échantillons de 48a, 49a, 50a, 51b, et 52b 5 équivalent de
chacun avec des agents de condensation ; le 1-(mésityléne-2-sulfonyl)-4-nitroimidazole, le
1-(meésityléne-2-sulfonyl)-tétrazole, le tétrazole du triisopropylbenzenesulfonyle, et le
chlorure du triisopropylbenzenesulfonyls plus le tétrazole dans la pyridine pour 24 heures.
Dans chaque cas, il n'y avait aucune dégradation détecter par la CCM. Sous ces conditions le

déoxyguanosine triisobutyryle est largement dégradé Iui-méme. Donc certainement chagque
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groupe protége le cycle de la guanine. Comme attendu, les réactions de condensation qui
impliquent ces dérivés du déoxyguanosine protégés precédent avec un tres bon rendement et
sans les couleurs foncés et les autre produits secondaires évident dans ces réactions.

En plus la protection des résidus de guanine pendant les réactions de condensation est
favorable, chague groupe protecteur amélioré aussi la solubilité et les propriétés
chromatographique du déoxyguanosine et les oligomeres qui les contiennent.

Chacun des dérivés protégés du déoxyguanosine rapportés est préparé facilement et chacun
est arraché sous des conditions douces avec un bon rendement. De plus, |a grande gamme de
stabilités disponible dans cette série attribuer la flexibilité maximale dans la stratégie

synthétique désigner.

I. 2. Synthese des dérivés du guanosine O-substitués:

Plusieurs (arylsulfonyle)azoles [* a fixé pour étre un bon agents de condensation depuis
gue le temps de réaction de la condensation est existe apparaitre diminué et les rendements
d'oligoméres sont habituellement hauts. Récemment, Narang P4 et Itakura ™ ont
développer des méthodes rapides et pratiques pour la synthese des oligodéoxyribonucl éotides
qui démontre des bons applications a la syntheése chimique des fragments de double structure
des génes bioactives de la lactose [**®3, |es hormones humain (5% et | insuline [143158.15%.d
Ohtsuka et Ikehara '®” ont rapporté aussi I'azoles d'arénesulfonyle utilisé dans la synthése
" unité - type " qui nécessite la synthese totale dARNt. Ces nouveaux systemes synthétiques
sont acceptés d'une maniére satisfaisante. Cependant, ces parait que la préparation de
guanosine contenant I’ oligomére par améliorée le phosphotriester le plus entrainer implique
des problémes synthétiques, surtout, en cas des rendements de |'accouplement. Ce probléme
est plus sévére dans le cas des séries du ribose, Dans les années précédentes, Reese (64 146161
a rapporté ces dérivés du guanosine qui étaient sulfoné a la position O-6 de la guanine avec
les chlorures d'arenesulfonyle dans la pyridine. 1l bien proposé que pendant I'allongement des
chaines d'oligonucléotide ces réactions latérales nécessaire peuvent se fixe a la position O-6
de guanosine. En effet, Petrove Daskalove et coll. ™ ont rencontré des problémes semblables
a cause de ces réactions latérales dans la synthése d'un monomeére du guanosine (I’ unité de
nucléotide) et les oligomeres de guanosine - riche.

Dans la synthese des oligoribonucléotides, ils ont besoin d’un dérivé de guanosine de haute
lipophilie capable d’'éaborer un groupe du phosphate au groupement 5-OH du ribose. Par
conséquent, la réaction entre le N*tritylguanosine et le cyclohexylammonium S,S-bis(4-
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méthoxyphényle) phosphorodithioate (MPT) a été réalisé en utilisant le chlorure de 2,4,6-

triisopropylbenzensulfonyle (TPS) (réaction TPS - MPT) d'apres le procédure établit [162],

53:R=H,R' = Tr

AcO

54:R=H,R'=Bz

Figure17.

Cependant, le produit 5'-O-phosphorylé n'a pas été obtenu et quelques sous-produits non
identifiés ont été formés. Le rapport déterminé de la réaction TPS - MPT sur les dérivés de
guanosine les plus simplifiés (i. e. a complétement protégé) comme le 2',3',5-tri-O-acétyl-N>-
tritylguanosine (53) et le 2',3',5-tri-O-acétyl-N*benzoylguanosine (54) sont révélés ces
réactions de substitution O-6 des composés susmentionnés se produisent facilement sous des
conditions semblables. Cela a conduire a étudier |a protection de la position O-6 de dérivé de

guanosine qui donnerait largement quelque apercu sur la synthése de I'oligonucl éotide.

|. 3. Laprotection delaliaison glycosidique en série déoxy-2'-adénosine :

Depuis le premier nucléotide, préparé il y a une bonne soixantaine d’ années par Fischer
[183 13 synthése d oligodéoxynucléotides, ¢ est-a-dire de fragments d’ ADN, a maintenant
atteint un régime de croisiere : la stratégie retenue (méthode au phosphite ou au phosphate,
synthése « &lamain » ou automatisée) en est désormais I’ aspect principal %4,

Toutefois, il subsiste encore quelques points critiques parmi lesquels le probléme de la
dépurination, ¢ est-a-dire de la coupure éventuelle de la liaison glycosidique, au cours de la
synthéese. Celle-ci a été mise en évidence dans la série la plus sensible, celle de la désoxy-2'-
adénosine, par Khorana et coll. ¥ Lorsque le milieu réactionnel est acide, comme cela est
rencontré lors de la déprotection du groupe trityle, généralement utiliseé pour protége la

fonction en -5'. C'est laraison pour laguelle des efforts récentes ont porté sur la recherche de
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nouvelles conditions de déblocages 2% et, en particulier, sur I utilisation des acides de
Lewis %% suite aux travaux de Vasella ®® ou encore des nitrites '*®. Une autre possibilité
consiste a utiliser un nouveau type de groupe protecteur de lafonction alcool en -5' et c'est le
sens des travaux de I équipe de Reese [2%2 Une troisiéme approche consiste & modifier la
sensibilité de laliaison glycosidique.

Le passage, par oxydation, d’ un systéme hétérocyclique azoté au N-oxyde correspondant en
modifie de maniere importante la distribution éectronique et la réactivité et c’est le cas, en

6]

particulier, des purines [*%! comme cela a été montré depuis les premiers travaux de Brown et

coll. [267]
La protection de laliaison glycosidique par N-oxydation de |a base purique en série désoxy-2'
adénosine a donc été envisageée.

OMe
NHB,

Q N N

cl
OCH,CH,CN

55
Figure 18.

Le substrat 55 d'étude retenu a été ; en effet, celui-ci incorpore, d'une part, tous les
groupes protecteurs et les fonctions rencontrées lors de la synthese d’ oligodéoxynucl éotides et
de plus, il sagit d'un composé particulierement sensible a une éventuelle dépurination : la
présence d’ un groupe acyle °” substituant la fonction aminée en -6, rend la protonation en -7
plus facile ™ et donc la coupure de laliaison glycosidique %8,

La synthése de 559 & partir du N-1 oxyde de déoxy-2'-adénosine 56 1**¥ obtenu par
oxydation % de |a désoxy-2-adénosine, repose sur une méthodologie classique en
synthése d’ oligodésoxynucléotides. Le passage de 56 au dérivé N-6 benzoylé 57 s effectue
par perbenzoylation (Bz,O, DMAP) — le dérivé tétrabenzoylé 58 pouvant étre isolé a ce stade
par cristallisation, suivie de coupure sélective des fonctions esters (NaOH — EtOH — Py; 4°C).
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L’action du chlorure de p-diméthoxy trityle DMT-CI sur le brut ainsi obtenu conduit a 59
avec un rendement global de 40 % depuis 56. La phosphorylation **¥ de la fonction alcool

restante donne alors acceés au mononucl éotide 55.

NH, o
N N /
¢ f) *
N N/ 1°/ Bz,0, DMAP

HO

2°/ NaOH
3°/ DMT-CI
OH . 56
1°/ 0
| [/
NR;R» 0-CICgH,OP N
\N/
N NRj 2
2°/ HOCH,CH,CN
P y
N
R40O
NHB,

57:R1:R4:R5:H,R2:BZ,R3:O
58&:R12R2:R4:R5:BZ, R3:O
58b:R;=R,=H,R,=Bz,R;=0 }R_
60:R; =R, =H, R,=Bz, Ry=doublet | ~

0=pP—o0
cl
OCH,CH,CN cl 55
OCH,CH,CN
Schéma 21.

L’action de I'acide benzenesulfonique qui est, parmi les agents acides utilisés lors de la
déprotection de la fonction trityle, celui conduisant le plus facilement a une éventuelle

dépurination (%49 ¢

onne accés (acide benzene sulfonique a 2 % dans CH,Cl, — CH3OH
90/10 — quelqgue minutes), a un produit unique, 59, aucune dépurination ne pouvant étre
observée.

La liaison glycosidique est donc stable dans ces conditions, ce qui montre |’ efficacité de sa
protection ; la N-oxydation s gjoute ainsi aux différentes méthodes déja proposées pour éviter
la coupure adénine-déoxy-2'-ribose lors de |a déprotection du groupe p-diméthoxytrityle.
Toutefois, son applicabilité resterait limitée 1™ s'il n’ était possible de retourner au systéme

de départ, ¢’ est-a-dire de procéder alaréduction du N-oxyde 7%,
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Deux méthodes se sont révéles performantes, un produit unique 60, comparé a un échantillon
authentique **!. Etant obtenu : I action de I’ hexachlorodisilane '™ ou, mieux encore, pour
des raisons pratiques, celle du phosphite de triméthyle ™. Appliquée & 55, 60 est également
obtenu, la réduction s'accompagnant d’une détritylation. Ces réactions de désoxygénation,
devant étre effectuées a température ambiante en raison de la fragilité des substrats, sont
relativement lentes (quelques jours), mais Mortin et coll. ¥ ont observé que dans e second
cas, la présence d' un exces de chlorure de cérium (CeCl3.6H,0) rendait la désoxygénation
((CH30)3 P—CH30H 50/50) compléte en moins d' une journée.

|. 4. Laréaction dela guanosine et la 2'-déoxyguanosine avec I’ Acroléine :

Plusieurs rapports donners avec la réactivité de la partie de |a purine de |la guanosine avec
les réactifs éectrophiliques *™®. Ces réactions sont peut-étre une explication de la
mutagénetique et la cancérogénetique de beaucoup de xénobiotiques éectrophilique. Galliani
et Pantarotto [ ont réalisé la réaction de la guanosine et la 2-déoxyguanosine avec
I’ Acroléne.

La guanosine (2gr) a été dissous dans le diméthylsulphoxide (20 ml) et traité avec I’ acroléine
(4 ml). La solution a été gardée a une température ambiante pendant deux jours. Le benzéne
(200 ml) a été gouté et le mélange a été mis sous agitation pendant deux heures. Apres la
séparation de la solution pure, le résidu était broyé dans I’ éthanol. Le précipité a été filtré et
cristallisé deux fois avec le mélange (éhanol / eau) (1/1). Le composé 61 (1.9 gr apres la
cristalisations) était séparer par la CCM (gel de silice, chloroforme: méthanol (7:3), Ry =
0.32).

L'analyse éémentaire a donné: C 44.01 %, H 5.19 %, et N 19.46 %. Ces valeurs sont logiques
avec la formule C13H15N506.H,0; une mole d eau par une mole de 61 a été éiminé aprés
avoir été réagir 4 90° C toute la nuit. Le spectre de *C de 61 dans le diméthylsulphoxide a
montré trois pics en plus le spectre particulier de guanosine "7, & 25.6 ppm, 32.2 ppm, et
68.6 ppm respectivement. Le spectre off - résonance a montré les pics a 25.6 ppm et 32.2 ppm
comme un triplet, et le pic a 68.6 ppm comme un doublet. Ces données sont logiques avec la
présence d'un groupe du méthyléne sur un atome d'azote, un groupe du méthylene se lié avec
deux atomes du carbone, et un groupe du méthine tel que CH-O ou N-CH-O. Le spectre H*
RMN de composé 61 coincide avec le spectre de la guanosine (apres avoir éliminé deux
protons sur les atomes d'azote) avec les signaux suivants : un large signal & 1.6 ppm (2H), un
multiplet 2 3.7 ppm (2H), un large singulet a 5.0 ppm (1 H), et un doublet |égérement large a
8.3 ppm (1 H).
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La distribution aléatoire de I’intensités de la derniére résonance suggére que ce signa peut
étre éliminé en mélangent avec le D,0 est donné par deux groupe hydroxyle diastéreotopique
par effet de ssmple couplage spin - spin. Toute ces données suggérent la structure (a) pour le
composé 61. Les signaux de la résonance du proton ont été confirmés par les expériences de
RMN 2D. La structure alternative, obtenu a partir de I'addition de Michael de N, pour la
double liaison C=C de |'acroléine, parait étre régler dehors par la résonance du proton a 8.3
ppm qui sont typique pour un hydroxyle engager dans une liaison hydrogéne intramoléculaire,
comme c'est le cas dans la structure (). De plus; la résonance a 3.7 ppm est compatible avec
les valeurs rapportées pour le N*akylguanines 1®?. Le large signal du proton peut ére

attribué ala présence en méme temps des deux diastéreoisomeres de 61.

o|’/H\o o)
<f§ 29
N N)\N N)\N
H Ac

HO AcO

61 (a) 61 (b)

Figure 19.

Le composeé 61 a été traité aussi avec |’anhydride acétique en présence d'acétate du sodium
anhydre a 80° C pendant deux heures. Apres la dilution dans le benzéne et I’ évaporation sous
pression réduite, le produit majoritaire est purifié par chromatographie de gel de silice, et aété
obtenu se forme huile jaunétre qui a solidifié sous pression réduite. Son spectre de masse a
montré le pic moléculaire & m/z = 489 ; son spectre de **C a montré que les quatre groupes
acétyle ont été fixer et que le groupe méthylene a 25.6 ppm et les groupes méthine a 68.6 ppm
avait disparu; le deuxiéme groupe du méthylene avait été substituer a 40.0 ppm. La formation
de la double liaison C=C a été contrblée par I'apparition des deux doublets dans le spectre
off - résonance a 107.2 ppm et 126.1 ppm respectivement. Le spectre de proton confirme la

présence de deux protons du vinyle et la protection du groupe de méthyléne prés de I'atome
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d’ azote dont la résonance avait été changée a 4.5 ppm par |'introduction du groupe d'acétyle
sur le N,. Donc le dérivé tétraacétyle assigne la structure (61 b).

Les analogues adductifs ont été formés qu’'on a traité le 2'-déoxyguanosine avec |’ acroléne
dans les mémes conditions, comme il a été confirmé par le RMN **C. Quand le guanosine a
€té traité avec le crotonaldéhyde et le cinnamaldehyde, aucuns adductif ne pourraient étre
observeés par laCCM apres deux jours.

L’ adductif a été observé par la CCM dans le cas de méthylvinylcétone, mais cette formation

était beaucoup plus lente que dans le cas d'acroléine.

II. Lasynthese et I’ évaluation des nucléosides ciblant I’ hépatite C :
[1.1. L' effet del’hépatite C :

Levirus de " hépatite C est un probléme de santé publigque majeur, puisque 180 millions de
personnes sont chroniquement infectées dans le monde, et sont susceptibles de présenter une
cirrhose ou un cancer du foie. Un seul traitement a été approuvé, a base de Ribavirine et
d’interféron apha, mais il permet de traiter moins de 50 % des personnes infectées, et
présente de nombreux effets secondaires. Devant ce constat, il parait urgent d aboutir a une
polythérapie plus adaptée. En dépit du succes des nucléosides en chimie antivirale, visant
plusieurs enzymes clefs intervenant dans la réplication virale, peu d entre eux ont été congus
pour viser I’ ARN polymérase ARN dépendante nécessaire au VHC®. Dans cette optique, des
dérivés carbocycliques de la Ribavirine, et des dérivés nucléosidiques du type 5-hal oéthynyl-
ou 5-(1,2-dihalo)vinyluracile, ont été synthétisés en utilisant deux méthodes : la réaction de
Sonogashira [ et la cyclisation 1,3-dipolaire. Ce sont des outils puissants de la chimie
organique qui permettent I’acces a des structures nucléosidiques et la réalisation de
modifications chimiques ultérieures. Les composés ainsi préparés ont été testés pour leur

activité antivirale.

I1. 2. Laréaction de Sonogashira par le Palladium :

Les réactions d addition ou de substitution catalysées au Pd se sont particulierement
dével oppées depuis de nombreuses années (178 Ces réactions régio- et stéréospécifiques avec
des complexes au Pd permettent de nombreuses modulations et une adaptation a un grand
nombre de substrats, ce qui en fait actuellement un outil de choix en chimie organique. Les
complexes de paladium sont ains utilisés lors de couplages avec différents dérivés
organomeétalliques comme les dérivés de I’ éain (réaction de Stille), du magnésium (réaction
de Kumada), du silicium (réaction de Hiyama) et comme les dérivés du bore (Réaction de
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Suzuki-Miyaura). On trouve également des couplages avec des acynes (réaction de
Sonogashira) ou des alcénes (réaction de Heck), avec des amines (réaction de Buchwald-
Hartwig) et enfin des réactions d’alylations catalysées au Pd (0) (réaction de Tsuji-Trost)
(Schéma 22).

Parmi toutes les possibilités qu’ offrent ces réactions catalysées au palladium (Schéma 22), la
réaction de Sonogashira est plus particuliérement intéressee, comme une méthode d’ obtention
des analogues de nucléosides. En effet, cette méthode est |a plus appropriée pour coupler un
alcyne en position 5 de I'uracile. L’ alcyne ainsi greffé pourra subir différentes modifications

chimiques pour garantir I’ obtention des composés souhaités.

||Q R
R
N\gr [ ] O/\/
A
Buchwald- RB(OH),
Hartwig Suzuki- Heck
RRNH Miyaura

Z R

X
Z ©/ R
. R—== RMgBr _ ©/

Sonogashira X = halogéne Kumada
tosylate

Stille
RSi(CH3)5
of o

R X Nu~
\/\/ — > R\/\/NU
Tsuji-Trost

X =0Ac, OCO,R
Schéma 22.

I1. 3. Laréaction de Sonogashira en chimie des nucléosides :
Cette réaction catalysee au Pd(0) peut étre utilisée pour la modification d’ une structure de
type nucléosidique!®. La modification de I’ hétérocycle sur un nucléoside, via une réaction de

couplage de Sonogashira, permet une fonctionnalisation en position C-5 de pyrimidines ou sur
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les positions C-2, C-6 ou C-8 de purines, et a été largement utilisée par |e passé pour I’ acces a
des structures aux propriétés variées (Schéma 23).

@] O R
" 7
HN Sonogashira HN
| — |
O ==
o) N e} N
| | NH / OH
R R
z
N
yandi
N XN R —— 8\ J
x4</ Sonogashira N N/
AN, T . |
N N R
| J— "
—

R NH / OH | |
R = alkyl, sucre

N X
X,YouZz=1l,Br,Cl ou </ N N {
2 N
N Z /
SN P
| T

R

Schéma 23.

Par exemple, cette réaction de Sonogashira a été appliquée a la synthése d’ analogues d’ un
agent anti-VIH : le HEPT ¥ e composé iodé 62 a été engagé dans des réactions de type
Sonogashira avec différents alcynes dans un mélange MeCN/EtsN et en présence de Cul et de

palladium pour donner les dérivés 63 a-c avec des rendements modérés a bons (Schéma 24).

(0] e} R
| /
HN HN
)\ | H———R )\ |
o N S > 0 N S
TBDMSO (PhsP),PdCl, TBDMSO
0 0
MeCN-EtzN
H H
OH Cul H OH H
58-82 %
62 63 a,b,c

R =Me, Ph, SiMe;
Schéma 24.
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Cette réaction a aussi été utilisée pour I’ obtention des nucléosides 64a-d aux propriétés
anti-herpétiques. Les 5-alkynyl-2'-déoxyuridines 64a-d ont également été évaluées en tant

qu’ agents antiviraux (Figure 20) ¥

R 0

X
| NH
N/l\o
HO
o)

H H
OH

64 ab,cd

R = Bu, Ph, CI(CH,)3, NC(CH,)5.

Figure 20.

Lors des réactions de Sonogashira sur la 5-iodo-2-déoxyuridine 65 89 |a formation
minoritaire de composés de type furanopyrimidine 67 parfois peut étre observeée, issus de la
cyclisation de I’alcyne 66 (Schéma 25). L’ équipe de McGuigan [ a récemment montré que
ces dérivés hicycliques de type 67 possedent une activité et une sélectivité remarquable
visavisduVZV (VaricellaZoster Virus). Lacyclisation du composé 66 pour donner 67 a été
décrite par Robins 1** avec des rendements relativement faibles (< 20%), et a été optimisée

par Aucagne (rendement quantitatif) (8%,

0
0 \ 9 /
| —_—
Pd(PPhs),-Cul N N
N O ( 3)4 HO + HO
HO _
o iPr,EtN / DMF 0 0o
H H
H H 40 - 60 % HIE H o
OH 66
65 majoritaire minoritaire
R de C5Hll é. C12H25 AgNO3
acétone
quantitatif
Schéma 25.
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Le couplage de Sonogashira a aussi été réalise sur diverses positions d’ une base purique.
Par exemple, un couplage de Sonogashira en position 6 suivi d’ un couplage catalysé au cuivre
donne |’ acces a des paires de bases covaentes 68-69, qui peuvent s'intercaler dans I’ ADN,
inhibant ainsi sa synthése de novo et la division cellulaire "8, Tandis qu'un couplage en

position 2 permet d obtenir des agonistes des récepteurs d’ adénosines 70 (Figure 21) [8%,

R
e
F|2 N ‘ N/> NH,
N N
T T )
N N/
N \N
S a0
N
FL " 68 T 69 ®
R

Figure 21 : Formule chimique d’intercalant de I’ ADN (68-69) et de la 2-éthynyl-adénosine
(70), agoniste des récepteurs d’ adénosine.

Il. 4. Lenucléoside carbocyclique :

Un nucléoside carbocyclique est un analogue de nucléoside naturel, dans lequel I’atome
d’ oxygene du furanose est remplacé par un groupement méthyléne. En conséquence, laliaison
N-glycosidique est résistante aux enzymes spécifiques de nucléosides du type hydrolases et
phosphorylases, ce qui rend le nucléoside carbocyclique plus résistant a la dégradation
métabolique '®. 11 est intéressant de noter que dans certains cas, la substitution d’ un sucre par
un carbocycle n'affecte pas la reconnaissance du nucléoside par les enzymes telles que les
kinases ou les enzymes cibles. Gréce a cela, les nucléosides carbocycliques ont retenu
' attention en tant qu'agents potentiels utilisables en chimiothérapie (Figure 22) [*¥7) tels

I’ Abacavir 73 ou |’ Entecavir 74 89,
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slce f)
w R w

71 73

Aristeromycin Neplanocin Abacavir Entecavir

Figure 22 : nucléosides carbocycliques importants en chimiothérapie antivirale.

L'importance pharmaceutique du nucléoside carbocyclique a incité la conception et la
synthese de beaucoup d'exemples de ce type de composés montrant une activité contre le
VIH, le VHB ou les virus & herpés HSV-1 et HSV-2 ¥ Récemment, des nucléosides
carbocycliques ont été reportés comme présentant des activités antivirales contre des virus
orthopox (dont lavariole) [**) ou le West Nile virus **Y. Ce dernier faisant partie de la famille
Flaviviridae comme |’ hépatite C, et servant également de modéle pour des tests d’inhibition
de laréplication de ce virus,**¥ il parait intéressant de considérer les carbocycles comme des
agents potentiels anti-VHC.

Il n’existe qu’un seul traitement contre le VHC. 1l s agit d’ une thérapie combinée d’ interféron
o et de ribavirine (75), un analogue de nucléoside naturel comportant un hétérocycle 1,3,5-

o 1193l

triazole. Des analogues de ce nucléoside ont été synthétisés par Sait , de nature

carbocyclique et comportant un hétérocycle de type 1,2,3-triazole (Figure 23).

</% J)k J)k

e w e

78

Figure 23 : Ribavirine 75 et ces analogues carbocycliques 76-78 portant un hétérocycle de
typetriazole
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Joubert et coll ¥, ont introduite un tel hétérocycle en raison de I’ attention qu’ a suscité
cette structure depuis de nombreuses années en terme d' activité biologique ** : certaines
molécules possédant ce motif ont en effet montré des activités antivirales [**!, antitumorales,

(197 A nti mi crobiennes 181 ou anti-prolifératives %9

N R
// N CH2X
/7
N NO,
TBDMSO " j/
N
w |
/5/0 OTBDMS CH,CO,Me
0 \
29 81

Figure 24 : Structures chimiques de triazoles bioactifs.

Par exemple, 79 a montré une activité anti-VIH, ** tandis que 80 posséde une activité

cytostatique ™. 81 quant & lui est un radio-sensibilisateur % (Figure 24).
Malheureusement, de tous les composés synthétises (76-78), aucun n’a montré un pouvoir
d’inhibition de la réplication du VHC supérieur a celui de la ribavirine 75 dans le systéme
réplicon (cellules Huh-7). De plus un seul d’entre eux (78) a montré un pouvoir d'inhibition
(ECs0) modéré contre le VIH-1 dans les cellules PBM de ’ordre du micromolaire (43,8 pM)
sans aucune cytotoxicité vis-a-vis des cellules PBM, CEM, VERO et Huh-7.

Ce manque d’ activité peut avoir plusieurs origines. La premiere serait que ces analogues
de nucléosides sont trop polaires pour rentrer dans la cellule. La seconde hypothéese serait une
absence de reconnaissance par les kinases. N'étant pas phosphorylés, les nucléosides ne
pourraient pas atteindre leur forme active triphosphorylée. Ou alors, et c'est une autre
possibilité, bien qu'ils soient triphosphorylés par les kinases, ils ne cibleraient pas la
polymérase virale et ne pourraient donc pas viser laréplication du VHC.

Joubert et coll ™. ont modifié la structure de cette famille de nucléosides, par
I”introduction d un acyne portant une chaine alkyle et/ou aryle en position 5, pour augmenter
la lipophilie de la molécule. Ils ont conserves |'hétérocycle triazole pour ses propriétés
chimiques et biologiques dignes d’intérét, et le carbocycle pour sa stabilité accrue par rapport
au sucre furanose. lls ont choisi de rester en série 3'-déoxyribofuranosyle dans le but de
valoriser la synthése du composé 78 (Schéma 26).
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O
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N V4 NH;
N/N N~ 577

HO
HO
S ——

O
3 Introduction d'une
H chaine carbonée en

OH OH OH position 5
75

Ribavirine (+) 78
Composé modéle

Schéma 26. Nouveaux ana ogues a synthétiser.
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Schéma 27. Rétrosynthese envisagée pour I’ obtention de nouveaux dériveés triazolo

carbocycliques.
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L’introduction de la chaine carbonée pour obtenir le composé A se fait en dernier pour
permettre une fonctionnalisation variée, via une réaction de couplage de Sonogashira
catalysée au palladium sur le composé B, qui est obtenu par transformation d’ une amine en
iode sur C. L’ hétérocycle du composé C est introduit via une ouverture de I’ époxyde D et par
construction via une cycloaddition 1,3-dipolaire. Enfin, |I’époxyde D proviendrait Iui-méme

d’ une synthese malonique a partir de E.

I. 5. Synthése de |’ hétérocycle triazole via une cycloaddition 1,3-dipolaire:

Les composés possédant un motif 1,2,3-triazoles sont utilisés pour leur valeur
thérapeutique **! ou en tant qu’ intermédiaires synthétiques dans la préparation de nombreux
composés médicinaux,'”®? et trouvent de nombreuses applications dans la chimie
industrielle.!*%

La cycloaddition 1,3-dipolaire, qui est une réaction de cycloaddition entre un dipble 1,3
(azide) et un alcyne (ou un alcéne) substitué pour former un cycle a5 chainons (Schéma 28),
est la meilleure méthode pour la préparation de composés de type 1,2,3-triazol es,[2%62%"

D’une part, I'introduction d’un groupement azido dans une molécule organique via une
substitution nucléophile d’ un halogénure ou I'ouverture d’ un hétérocycle avec de I'azoture de
sodium est aisée (NaNs est un excellent nucléophile de part sa petite taille). °°® D’ autre part,
plusieurs partenaires de cycloaddition peuvent étre utilisés pour produire une large variété
d hétérocycles. Rolf Huisgen *® a éé le premier & entrevoir les perspectives offertes par
cette réaction et I'importance que prendrait cette réaction pour la synthese organique en
faisant varier le dipdle 1,3 lors de la mise au point de la cycloaddition 1,3-dipolaire de
Huisgen.

N
N3 N// \:l
O
82 83 ©) 84

Schéma 28. Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire.
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Dans la réaction ci-dessus (Schéma 28), |'azoture 82 réagit d'une maniére ordonnée avec
I'alcyne 83 pour donner le triazole 84 sous forme d’ un mélange d’ un produit d’ addition 1.4 et
d’ un produit d'addition 1.5 a 98° C en 18 heures. La régiosélectivité de la réaction peut étre

améliorée par ajout de cuivre. 1%

Les cycloadditions ont un temps de réaction plus faible lorsque I’acétylene porte un
groupement électroattracteur, alors que leur présence sur |'azoture produit I’ effet inverse.
Plusieurs substituants activateurs portés sur |'acétylene ont été utilises comme

' alkoxycarbonyle 24

ou dautres groupes €lectroattracteurs tels que les groupements
carboxylique, acyle, cyano, arylique, haoalkyle, triméthylsilyle, phénylsulfonyle ou
phosphonates fonctionnalités.*? Une fonctionnalisation sur I'acétyléne joue un rdle important
dans la cinétique des réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire ; par exemple, les réactions avec
des substituants de type alkoxycarbonyle sont rapides et requierent une basse température de

réaction.
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Chapitre 4

Partie expérimentale
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Méthodes générales:

Les manipulations en milieu anhydre sont effectuées dans a verreries séchées a |’ étuve, avec
des solvants anhydres distillés selon |es procédés décrits par Perrin (%3,

Ainsi le dioxane est distillé sur P,Os et le sodium et la pyridine distillée sur BaO et le NaH et
le triéthylamine distillé aprés quand le mettre sur le KOH.

Les contréles chromatographiques sur couche mince sont réalises sur des feuilles
d’aluminium recouvertes de silice E. Merck 60 gzs4 (épaisseur 0,2 mm). La visualisation est
effectuée sous une lampe UV a 254 nm.

L es séparations chromatographiques flash sont effectuées sur gel de silice E. Merck (0,063 -

0,2 mm) ou (0,2 - 0,5 mm).

Les spectres infra rouge (I.R) sont enregistrés sur un spectrometre Shimadzu FTIR-
8201 PC.

Les échantillons sont préparés sous forme de pastille de bromure de potassium (KBr pellet)
pour les solides et sous forme de film entre deux pastilles de chlorure de sodium pour les

huiles et les gommes. La longueur d’ onde des bandes est exprimée en cm™.
L es spectres de RMN sont donnés avec un appareille H-250.13 MHz, les déplacements

chimiques 6 sont exprimeés en partie par million (ppm) par rapport au tetraméthylesilane

(TMS) utilisé comme référence. Les constantes de couplage sont exprimées en Hz.
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1. a) Lapréparation del’ hydroxy-3-propionitrile HOCH,CH,CN :

HOCH,CH,Cl + NaCN % HOCH-CH,CN + sd

Dans un balon tricol on introduit 90 gr de NaCN finement broyée, et 126 ml de
HOCH,CH,Cl et fait 36 ml deau ditillé, puis on lier le thermométre et |’ agitateur
mécanique a travers le tricol, on met I’ensemble dans un bain marie et on chauffe & 45° C
pendant une heure avec une forte agitation, on lever la température a 48° C pendant une
heure, et on augmenté encore latempérature a 50° C pendant 5 heures,

Et pour que non pas abimer laréaction, il faut que latempérature ne dépasse pas 50° C.

On refroidit le mélange réactionnel a température ambiante, on filtre sur Blichner, on fait une
distillation sous vide, (115° — 116° C/ 10 mmHg).

Notre produit est passé en troisieme dans le mélange parce qu'’il alatempérature d’ ébullition
laplu élever dans les conditions normal (228° C/ 760 mmHg).

Finalement, on met |e produit dans un ballon bien fermer.

1. b) Lapréparation d’isobutyryl chloride:

@]

| M- //O

CH—C + HCI + SO,
~
cl HsC cl

|

Schéma 29.

Dans un tricol on met 50 ml (0,685 moles) de SOCI, fraichement distillé, et on lié le
thermomeétre et le réfrigérant , protéger de |’ humidité par le CaCl, et une ampoule a brome.
On met I'ensemble dans un bain marie a 0° C, on goute 56 ml (0,602 moles) d'acide
isobutyryle goutte a goutte, et on augmente latempérature a 80° C pendant une demi-heure.
Finalement, on fait le distillation du produit obtenu (89 — 91° C) dans un bain d’ huile, et on

conserve le produit bien fermer.
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2. a) Préparation de N*isobutyryl-2'-déoxyguanosine :

1°/ (CHg)sSICl / Py
)\ (CHa)s

N N NH, .

HO

OH 85

Schéma 30.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (3,745 mmoles) de 2'-déoxyguanosine
(85) et on seche avec (3 x 6,8 ml) de pyridine anhydre et on dissoudre dans 10,21 ml (0,126
moles) de solvant (pyridine) et on goute 2,37 ml (18,725 mmoles) de Chlorotriméthylsilane
avec |’ agitation pendant deux heures et demi pour fixer les groupement hydroxyl 3, 5- du
sucre, puis on goute 3,064 ml (29,25 mmoles) d'isobutyrylchloride et on suit |’ agitation
encore deux heures et demi.

Et pour finir la réaction on goute 1,021ml (56,72 mmoles) d’ eau ; aprés 5 minutes on goute
1,021 ml (54,65 mmoles) dammoniague et aprés 10 minutes on refroidit dans un bain de
glace et on évapore.

On gjoute apres 30 ml d’eau et on fait une extraction avec le chloroforme (3 x 20 ml).

Notre produit est soluble dans I’eau, on le concentre au maximum a |’ évaporateur rotatif,

jusqu’al’ obtention d’un produit solide, et il est blanc.

m=0,77 gr. Rdt. = 63,25 %.
Ri = 0,55 MeOH /CHCI; (1/19). Ts =84 -86° C.
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2. b) Préparation de N*isobutyryl-5'-O-(4,4'-diméthoxytrityl)-2'-déoxyguanosine :

0
N
NH O
(AL A 7 *
N N N
HO H DMTICI/Py ~ DMTIO
O >
OH 86 87

Schéma 31.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 0,5 gr (1,483 mmoles) de Nisobutyryl-2'-
déoxyguanosine (86), et on seche avec (2 x 3ml) de pyridine anhydre, et on met 5,93 ml
(73,58 mmoles) de méme pyridine et on goute 0,52 gr (1,63 mmoles) de Chloro-4,4-
diméthoxytrityl avec |’ agitation pendant deux heures, et on goute encore 0,052 gr (0,163
mmole) de ce réactif ; aprés deux heures, on gjoute 2,23 ml (38,87 mmoles) d' éthanol et aprés
30 minutes, on évapore sans sécher la solution, puis on ajoute 30 ml de chloroform et on fait
une extraction avec (2 x 20 ml) d eau.

On seche avec le Na, SO, anhydre, on filtre et on évapore.
On fait une Chromatographie sur colonne (0 — 8 %) MeOH, CH3Cl.
On obtient un solide blanc.

m= 0,64 gr. Rdt = 67,5 %.
Ty =144-146°C, R;=0,66 MeOH /CHCl3 (1/19).

Tableau (5) : Données RMN-C et RMN'H (250 MHz, CsDsN) du produit 87.
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L e groupement Déplacement | Legroupement de | Déplacement type de
de carbone 3¢ | chimique & (ppm) proton 'H chimique & (ppm) signal
N’ C=0 181.45 N;H 10.21 H,s
5'-0-Cy4, Cyr 160.28 N> H 0.98 H,s
0=Cgs—N 157.40 N=CgH 9.19 H,s
=C4—N 150.52 5-O-C4H (Ar) 9.00 H, tt, J, = 8.65 Hz
N=C,—N 150.27 5'-0O-CzH, 8.79 2H, m (td)
N=Cg—N 147.02 5-O-CsH (Ar)
5-0O-Cy (Ar) 138.50 5-0-C,H,CeH (Ar) 8.70 2H, m (ddd)
5-0O-C; (Ar) 137.65 5-0-C,H,CeH 8.38 2H,t,J, = 8.71 Hz
(Ar)
5'-O-Cy- (Ar) 137.56 5-0-C>H 8.13 2H,dd, J, = 12.87
5-0-Cs"H (Ar) Hz Jn = 6.43 Hz
5-0-Cs, Cs 131.82 5'-O-C3H, 7.13 2H, m
5-O-CsH (Ar)
5-0-Cy, Cs 129.87 5-O-CaH, 6.42 2H, dd, Jo,= 8.33Hz
5-0-Cs"H (Ar) Jm = 4.85 Hz
5-0-Cy, Ce 129.51 CrHe 6.14 H, dd, Jes = 4.22 Hz
5-0-Cz, Cg 128.43 CaHe 4.44 H, td, Jea = 6.48 Hz
Jee = 2.92 Hz
5-0-Cy 127.53 CsHe 4.37 H, dd, J; = 4.34 Hz
Jgem = 6.87 Hz
=Cs—N 123.32 CsHa 4.18 H, m, (dd)
5'-0O-C3, Cs, 114.87 CzHe 3.69 H, m (td)
C3,Cs
5-0-C 88.69 -O-CH3 3.49 3H,s
Ca 87.95 -O-CH3 3.48 3H,s
Cy 85.16 N HC, 3.23 H, septdoublet
Cs 72.89 CoHe 3.23 H, m, (ddd)
Cs 66.24 N (CHs) 2.77 3H, d, J; =2.42 Hz
2(-0-Me) 56.40 N?- (CH5) 2.74 3H, d, J3 =2.43 Hz
Cz 42.01 C2Ha 2.38 H, m (ddd)
N’ O=C-C, 37.49 HO-Cs 2.36 H,s
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Figure 25. Spectre RMN *C (250 MHz, CsDsN) du nucléoside 87.
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Figure 27. Spectre RMN *H (250 MHz, CsDsN) du nucléoside 87.
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Figure 28. L’ extension de ce spéétre.

Tableau (6) : données|.R du produit 87.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v O-H alcool secondaire 3197
vaCH> aliphatique 2935
v C=0 amide secondaire 1681
v C=C C=C conjuguée 1608
v C=N couplé avec v C=C 1558
O N-H amide secondaire 1508
6 CH» cycloalcane 1469
0sCHs3 aliphatique 1404
v CN amide secondaire 1249
v C-—C isopropy! 1180

v C-0-C ether aliphatique 1087
v C-O alcool 1033
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Figure 29. Spectre IR du nucléoside 87.
2. ¢) Préparation de N*-isobutyryl-3'-O-(4" -Chlor ophenyl-O-cyanoéthylphosphor 0)-5'-
O-(4,4' -diméthoxytrityl)-2'-déoxyguanosine :

(6]
N
</ f‘\NH O
)\
N N N
DMTrO H
(@]

OH

87

R /—\4j
2INEt; N\ /S

.
' o

Cl
o=||34©—(:| 88
4
3°/ HOCH,CH,CN

Schéma 32.
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Dans un ballon monocol de 100ml, on met 0,4 gr (5,67 mmoles) du triazole, 0,66 ml (4,78
mmoles) du triéthylamine, et 6,67 ml (78 mmoles) de dioxane anhydre, et avec I’ agitation on
gjoute 0,4 ml (2,85 mmoles) du p-Chlorophényl phosphodichloridate.

Et apres 30 minutes d' agitation on filtre rapidement le mélange sur un autre mélange qui
contient 05 gr (0,797 mmoles) de NZisobutyryl-5-O-(4,4-dimethoxytrityl)-2-
déoxyguanosine (87) bien séché par la pyridine anhydre (3 x 4 ml) et 4 ml (49,6 mmoles) de
pyridine.

On laisse la réaction a température ambiante pendant deux heures puis on gjoute 0,5 ml (7,33
mmoles) de 3-hydroxypropionitrile et on laisse pendant deux heures et demi, on contréle par
CCM (CHCI3/ MeOH : 19/1).

Finalement, on refroidit dans bain de glace et on gjoute 1 ml (55,55 mmoles) d eau, et on
évapore rapidement al’ évaporateur rotatif.

Apres, on gjoute 30 ml de chloroforme, et on fait une extraction avec (2 x 15 ml) d’eau, et on
neutralise par NaHCO3, on seche par Na,SO,4 anhydre, on filtre et on évapore.

On obtient un mélange des produits, on fait un CCM dans les plaques pour séparer notre
produit, on obtient un solide vert jaunétre.

m=0,134gr, Rdt. = 19,66 %.

T;=168-170° C, Rt = 0,80 MeOH / CHCl3 (1/19).

Le mécanisme de la réaction est basé sur la formation d'un intermédiaire contient deux unités
de triazole et un p-Chlorophénylphosphodichloridate, il réagit avec le produit de départ avant
lafixation de 3-hydroxypropionitrile.
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Schéma 33.

Tableau (7) : Données RMN*H (250 MHz, CsDsN) du produit 88.
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Le groupement de proton | Déplacement chimique & type de signal
(Ppm)
N;H 8.46 H,s
N°-H 7.75 H, s
CgH 1.72 H,s
CaH, CeH (Ar) 7.56 2H, m (dd)
Caz'H, CsH (AY) 7.50 2H, m (dd)
5-0O-HC,, HCs (Ar) 7.35 2H, m (dd)
5-O-HC,, HCg (Ar) 7.31 2H, m(dd)
5-0O-HC2, HCg , HCy, 7.19 5H, s
HCgz, HCs (Ar)
5-0-HC3, HCs (Ar) 6.94 2H, dd, J,= 8.66 Hz
5-O-HCg, HCs (Ar) 6.88 2H, dd, J,=8.74 Hz
CirHe 6.64 2H, dd, Jea= 4.69 Hz
OCH,CCN 5.09 2H, m (dd)
CaHe 4.64 H, m (td)
CsHe 457 H, m (dd)
CsHa 4.12 H, m (dd)
CaHe 3.66 H, m (td)
2(-O-CHy) 3.66 6H, s
-CH-CN 3.35 H,t,J3 =770 Hz
-CH-CN 3.32 H.,t, J3 =6.98 Hz
N%HC, 2.91 H, septdoublet,
J; =6.56 Hz
CoHe 2.73 H, m (dt)
CoHa 1.98 H, dt, Jyem = 10.59 Hz
N®-C(CH3), 1.23 6H, d, J; =6.78 Hz
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Figure 31. L’ extension de ce spectre.



Chapitre 4

Tableau (8) : données |.R du produit 88.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
vaCH; aliphatique 2927
vsCH3 aliphatique 2854
v C=0 amide secondaire 1678
v C=C C=C conjuguée 1608
6 CH> cycloacane 1461
s CH3 aliphatique 1404
v P=0 ester phosphorique 1261
v P-O-C phosphate aliphatique 1026
v C-Cl compose monochloré 802
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Figure 32. Spectre IR du nucléotide 88.
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2. d) Préparation de
NZ2-isobutyryl-3'-O-(4" -Chlor ophenyl-O-cyanoéthyl phosphor 0)-2'-déoxyguanosine :

o]
{NILNH o]
DMTr | N)\N)H/
H

)

@)

1 CF,COOH (2 %)
O=P—O0CH,CH,CN

> O=P—OCH,CH,CN
dans "

1,2-dichloroéthane

89
cl 8

Schéma 34.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 0,5 gr (0,585 mmoles) de N*isobutyryl-3'-O-
(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthylphosphoro)-5'-O-(4,4'-diméthoxytrityl)-2'-déoxyguanosine
(88), et on dissout dans 5 ml de 1,2-dichloroéthane CICH,CH,Cl, on refroidit jusqu'a 0° C,
on goute 5 ml dacide trifluoroacétique (2 %) dans 1,2-dichloroéthane, on observe
|’ apparition d’ une couleur orange fonce.

On laisse le méange pendant une heure a température ambiante, on neutralise le milieu
réactionnel par une solution de KHCO3 jusgu’ ala disparition de la couleur orange.

On gjoute 30 ml de Chloroform, et on fait une extraction avec (2 x 20 ml) d’ eau.

On gjoute le Na,SO4 pour éiminer les traces d’ eau, on filtre, on évapore au maximum a
I’ évaporateur rotatif, et on fait une chromatographie sur colonne (0 - 8 %) MeOH, CHCl 3.

m=0,287 gr, Rdt. = 88,85 %.
Rf = 0,19 MeOH / CHCI3 (1/19). T = 204 -205° C.
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Tableau (9) : Données RMN-*C et RMN'H (250 MHz, CDCl3) du produit 89.

L e groupement Déplacement L e groupement Déplacement type de
decarbone | chimique & (ppm) de proton chimique 6 (ppm) signa
N°- C=0 179.45 N:H 8.09 H, s
0=Cs 158.59 N*H 7.70 H,s
=C,—N 147.97 CgH 1.44 H,s
=C,—N 139.44 CaH, CeH (Ar) 7.33 2H, m (dd)
N=Cg—N 130.05 CsH, CsH (Ar) 7.23 2H,dd,J,=6.73Hz
C4—Cl (Ar) 129.11 CrHe 6.83 H, m (ddd)
Ce (ATF) 127.82 OCH,CCN 441 2H,t,}=4.42Hz
Co (Ar) 127.74 CsHe 3.70 H, td, J= 6.87 Hz
Cv (Ar) 127.04 CsHe 341 H, m
Cs (Ar) 121.39 CsHa 3.09 H,dd, J= 6.54 Hz
Cs (Ar) 121.32 CsHe 2.82 H, td, J=5.94 Hz
CN 113.20 N°*-HC, 2.34 H,ddd,J;=7.92Hz
=Cs—N 113.13 HO-Cs 2.20 H,s
Cu 68.17 CH2CN 2.06 2H, m (1)
Cr 63.07 CoHe 1.69 H, m
Cs 62.99 CoHa 1.65 H, m
O=PO-CH, 55.22 C(CHa3)? 1.27 6H, m
Cs 55.17
Cz 36.10
N*-C, 31.89
CH,CN 19.75
N*-Cs 18.38
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7
O=P—OCH,CH,CN

89
Cl

|
o

Figure 33. Spectre RMN**C (250 MHz, CDCl3) du nucléotide 89.
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Figure 34. L’ extension de ce spectre.
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Figure 35. Spectre RMN'H (250 MHz, CDCl3) du nucléotide 89.
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Chapitre 4

Tableau (10) : données|.R du produit 89.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v O-H alcool 3745
vaCH> aliphatique 2927
vsCH3 aliphatique 2858
v C=EN nitrile saturé 2256
v C=0 amide secondaire 1681
v C=C C=C conjuguée 1608
v C=N couplé avec v C=C 1562
6 CH> cycloacane 1485
s CH3 aliphatique 1404
v P=0 ester phosphorique 1253
v CN amide secondaire 1215

v P-O-C phosphate aliphatique 1033
v C-0-C cyclique 960
v CCl composé monochloré 829
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Figure 36. Spectre IR du nucléotide 89.
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Chapitre 4

3. a) Préparation de N°-benzoyl-2'-déoxyadénosine :

NH,
N X
N
]
N ) i
N 1° (CHz)sSiICl / Py
HO
o 2l : o'
OH Cl
90

Schéma 35.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (4 mmoles) de 2'-déoxyadénosine (90), et
on seche avec (3 x 10 ml) de pyridine et on dissoudre dans 20 ml (0,248 moles) de solvant
(pyridine) et on gjoute 2,56 ml (20 mmoles) de Chlorotriméthylsilane avec |’ agitation pendant
une heures et demi, puis on goute 2,3 ml (20 mmoles) de Chlorure de benzoyle et on suit
|” agitation encore deux heures et demi.

On refroidit a 0° C et on goute 4 ml (0,222 moles) d’eau ; apres 5 minutes on gjoute 8 ml
(0,428 moles) d ammoniague et on refroidit pendant 30 minutes on seche dans I’ évaporateur
rotatif et on gjoute 50 ml d’'eau et on fait une extraction avec (3 x 20 ml) d’ éther diéthylique.
Notre produit est soluble dans la phase aqueuse, on sépare, on refroidit, et on filtre les cristaux
former.

On obtention un solide blanc.

m=1,18gr, Rdt = 84 %.
T¢=109-111°C. R;=0,30 MeOH / CHCI; (1/19).
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Tableau (11) : données|.R du produit 91.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v O-H alcool 3325
vaCH> aliphatique 2939
v C=0 amide secondaire 1701
v C=C C=C conjuguée 1616
6 CH> cycloacane 1458
v CN amide secondaire 1257
v C-O alcool 1095
v C-0-C cyclique 941
100.0
%T
50.0
[V Teong _ |
. . ' lea13/Y [ |567.0.924.
9952 | 756.0/
- 2.3
2939.3 j .640.3
bk 1095.5 O
0.0 | 3325.0 1616.2 13308
1458.1
-50.0
-100.0 — —t _—
2000.0 1000.0

Figure 37. Spectre IR de nucléoside 91.
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3. b) Préparation de N°®-benzoyl-5'-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxyadénosine :

0]

HN
</ ‘ Y DMTrICI/ Py

P

N N
HO DMTr
(0]
OH 91

Schéma 36.

Dans un balon monocol de 100 ml, on met 0,5 gr (1,4 mmoles) de N°-benzoyl-2-
déoxyadénosine (91), et on seche avec (2 x 3ml) de la pyridine anhydre, et on met 5,6 ml
(69,46 mmoles) de méme pyridine et on goute 0,503 gr (1,54 mmoles) de Chloro-4,4-
diméthoxytrityl avec I’agitation pendant deux heures, et on goute encore 0,05 gr (0,154
mmoles) de ce réactif ; aprés deux heures, on goute 2,1 ml (36,7 mmoles) d’ éthanol et aprés
30 minutes, on évapore sans sécher la solution, puis on gjoute 30 ml de chloroform et on fait
une extraction avec (2 x 20 ml) d eau.

Notre produit est soluble dans la phase organique, on seche avec le Na,SO4 anhydre, on filtre
et on évapore.
On fait une Chromatographie sur colonne (0 —5 %) MeOH, CH3Cl.

On obtient un produit visqueux jaunatre.

m=0,788gr; Rdt = 87 %.
T;=123-124°C, R;=0,54 (MeOH/CHCI3) (1/19).

Tableaux (12) : données|.R du produit 92.
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L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v O-H alcool primaire 3282
v CH alcene 3004
vaCH> aliphatique 2935
vs CH3 O-CH3 2837
v NH —"NH—(plusieurs bandes) 2759, 2551, 2405
v C=0 amide secondaire 1705
v C=C C=C non conjuguée 1608
v C=C noyau aromatique 1581
v C=N couplé avec v C=C 1508
6 CH> cycloacane 1452
s CH3 aliphatique 1299
v C-N amide secondaire 1249
v C-—C tertiobutyl 1178
v, C-O-C ether aliphatique 1078
v C-O alcool 1031
v, C-O-C cyclique 945
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Figure 38. Spectre IR de nucléoside 92.
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3. ¢) Préparation de N°-benzoyl-3'-O-(4" -Chlor ophenyl-O-cyanoéthylphosphor 0),5'-O-
(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxyadénosine :

DMTrO

(0]
1/ Py

OH

(@] O

2°/NEtz,\  /
(|3I

- =)

Cl
3°/ HOCH,CH,CN

Schéma 37.

Dans un ballon monocol de 100ml, on met 0,303 gr (4,3 mmoles) du triazole, 0,506 ml
(3,797 mmoles) du triéthylamine, et 5,06 ml (59,45 mmoles) de dioxane anhydre, et avec
I’ agitation on met 0,303 ml (1,898 mmoles) du p-Chlorophényl phosphodichloridate.

Aprés 30 minutes d'agitation on filtre rapidement le mélange sur un autre mélange qui
contient 0,788 gr (1,256 mmoles) de N°®-benzoyl-5-O-(4,4-dimethoxytrityl)-2-
déoxyadénosine (92) bien séché par la pyridine anhydre (2 x 3 ml) et 1,5 ml (18,6 mmoles) de
pyridine.

On laisse la réaction a température ambiante pendant deux heures puis on goute 0,36 ml
(5,063 mmoles) de 3-hydroxypropionitrile et on laisse pendant deux heures et demi, on
contréle par CCM (CHCl3/ MeOH : 19/1).

Finalement, on refroidit dans un bain de glace et on gjoute 1 ml (55,55 mmoles) d eau, et on
évapore rapidement al’ évaporateur rotatif.

Aprés, on goute 30 ml de chloroforme, et on neutralise par NaHCO3 et on fait une extraction
avec (2 x 15 ml) deau, notre produit est soluble dans la phase organique, on seche par
Na,SO, anhydre, on filtre et on évapore.

On obtient un mélange des produits, on sépare notre produit par CCM dans | es plagues.

On trouve des taches montre la dépurination de ce produit. On obtient un solide jaune.

m=0,104 gr, Rdt. =8,37 %, R = 0,76 MeOH / CHCl; (1/19). T; = 162-163° C.
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Tableau (13) : données|.R du produit 93.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v NH amide 3454
vaCH> aliphatique 2927
vsCH3 O—CHs; 2856
v C=N nitrile saturé 2312
v C=0 amide secondaire 1724
v C=C C=C conjuguée 1608
v C=C noyau aromatique 1581
v C=N Couplée avec C=C 1510
o CH> cycloalcane 1460
P=0O ester phosphorique 1249
vC—LC tertiobutyl 1178
v C-0-C ether aliphatique 1082
v P-O-C phosphate aliphatique 1033
v C-0-C cyclique 962
v C-ClI compose monochloré 831
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Figure 39

. Spectre IR de nucléotide 93.
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3. d) Préparation de
NC-benzoyl-3'-O-(4" -Chlor ophenyl-O-cyanoéthylphosphor 0)-2'-déoxyadénosine :

¢ ﬁb

CF,COOH (2 %)

Y

DMTrQO

0o dans

| 1,2-dichloroéthane
O=P—OCH,CH,CN

93
Cl

Schéma 38.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 0,212 gr (0,239 mmoles) de N°-benzoyl-3'-O-
(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthylphosphoro),5'-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxyadénosine
(93), et on dissout dans 3 ml de 1,2-dichloroéthane CICH,CH,CI, on refroidit au bain de
glace, et on goute 3 ml d' acide trifluoroacétique (2 %) dans 1,2-dichloroéthane, on observe
|’ apparition d’ une couleur orange fonce.

On laisse le mélange pendant 6 heures a température ambiante, on suit la réaction par CCM
(1/19) MeOH/CHCI3, en fin on neutralise le milieu réactionnel par une solution de KHCO3
jusqu’ a ladisparition de la couleur orange.

On gjoute 20 ml de Chloroforme, et on fait une extraction avec (2 x 20 ml) d’ eau.

On gjoute le Na,SO4, on filtre, on évapore au maximum a |’ évaporateur rotatif, et on fait une
chromatographie sur colonne (0 — 6 %) MeOH, CHCl .

m=0.033gr; Rdt=24,13%.
Rt = 0.08 (MeOH/CHCl3) (1/19). Tt = 198-199° C.
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Tableau (14) : Données RMN-*C et RMN'H (250 MHz, CDCls) du produit 94.

L e groupement Déplacement L e groupement Déplacement type de
de carbone chimique & (ppm) de proton chimique & (ppm) signal
N°®- C=0 158.6 CgH 8.09 H,s
=C,—N 139.3 CoH 8.03 H,s
=Ces—N 137 N®-C,H, CeH 7.70 2H, m (dt)
=C,—N 133 (Ar)
N=Cg—N 131.26 CxH, CeH (Ar) 7.56 2H, m (dd)
=C4—Cl 130.87 N®-C4H (Ar) 7.30 H, m (tt)
N°- C; (Ar) 129.63 N®-C3H, CsH 7.18 2H, td, J, =8.51
C2, Ce (Ar) 129.10 (Ar) Hz
Cy1 (Ar) 128.78 HN®- 7.06 H,s
N®- C, 127.96 CzH, CsH (Ar) 6.84 2H,dd, J,=8.49Hz
N°®- Cs, Cs 127.83 CrHe 5.38 H, m (dd)
Cs, Cs (Ar) 127.73 OCH,CCN 4.25 2H, m (t)
N°®- C,, Cs 127.06 CaHe 3.51 H, m (td)
=Cs—N 113.20 CsHe 2.37 H, m (dd)
—CN 113.14 CzHe 2.34 H, m (td)
Ca 79 HO-Cs 2.20 H,s
Cy 76.48 CsHa 2.04 H, m (dd)
Cs 68.14 CoHe 1.69 H, m (dk)
O-CH, 65 CoHa 1.63 H, m (dt)
Cs 55.23 CH,CN 2.06 2H, m (t)
Cx 38.69
O-CCH,— 22.67
CN
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Figure 40. Spectre RMN™C (250 MHz, CDCl3) du nucléotide 94.

Figure4l. L’extension de ce spectre.
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Figure 43. L’extension de ce spectre.
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Tableau (15) : données|.R du produit 94.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v NH amide 3745
v OH alcool 3618
v CH alcene 2958
vaCH; aliphatique 2923
Vs CH 3 O-CH 3 2854
v C=N nitrile saturé 2364
v C=0 amide secondaire 1732
v C=C C=C conjuguée 1647
v C=C noyau aromatique 1612
v C=N Couplée avec C=C 1512
6 CH» cycloalcane 1461
v P=0 ester phosphorique 1257
v P-O-C phosphate aliphatique 1091
v C-O0-C cyclique 1029
v CCl composé monochloré 802
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Figure 44. Spectre IR de nucléotide 94.
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4. a) Préparation de 5'-0-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine :

O

CHs3
HN ‘

HO

OH 95

Schéma 39.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (4,132 mmoles) de 2'-déoxythymidine
(95), et on séche avec (2 x 8 ml) de pyridine anhydre, et on met 16,5 ml (0,2 moles) de méme
pyridine et on goute 1,45 gr (4,54 mmoles) de Chloro-4,4-diméthoxytrityl avec I’ agitation
pendant deux heures, et on gjoute encore 0,145 gr (0,454 mmoles) de ce réactif ; aprés deux
heures, on gjoute 6,2 ml (108,5 mmoles) d éthanol et aprés 30 minutes, on évapore sans
secher la solution, puis on gjoute 30 ml de chloroforme et on fait une extraction avec (2 x 20
ml) d’ eau.

Notre produit est soluble dans la phase organique, on seche avec le Na,SO4 anhydre, on filtre
et on évapore.
On fait une Chromatographie sur colonne (0 —5 %) MeOH, CH3Cl.

On sépare le produit et on le bien séché dans le bain d huile, on obtient un solide blanc.

m= 1,64 gr ; Rdt = 70,37 %.
Ti= 143-144°C. R;= 0,47 (MeOH/CHCI3) (1/19).
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Tableau (16) : données|.R du produit 96.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™®
v O—H alcool secondaire 3456
v CH aromatique 3051
va CH> aliphatique 2927
v C=0 amide secondaire 1689
v C=C noyau aromatique 1608
o N-H amide secondaire 1508
o CH> cycloalcane 1465
v C—N amide secondaire 1253
v, C-O-C ether aliphatique 1095
v C-O alcool 1033
v, C-O-C cyclique 829
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Figure 45. Spectre IR de nucléoside 96.
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4. b) Préparation de 3'-O-(4" -Chlor ophenyl-O-cyanoéthylphosphor 0),5'-O-(4,4' -
dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine:

0
CHs
HN |
O)\N
DMTrO
0 L
g 0
2INEty N\ /
<)
96 Cl
3°/ HOCH,CH,CN

Schéma 40.
Dans un ballon monocol de 100ml, on met 0,22 gr (3,18 mmoles) du triazole, 0,376 ml
(2,638 mmoles) du triéthylamine, et 3,67 ml (43,12 mmoles) de dioxane anhydre, et avec
I’ agitation on met 0,22 ml (1,352 mmoles) du p-Chlorophénylphosphodichloridate.
Aprés 30 minutes d'agitation on filtre rapidement le mélange sur un autre mélange qui
contient 0,2 gr (0,367 mmoles) de 5-0O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine (96) bien
seché par (2 x 3 ml) de pyridine anhydre et 2 ml (24,81 mmoles) de pyridine.
On laisse la réaction a température ambiante pendant une heure puis on goute 0,257 ml
(3,768 mmoles) de 3-hydroxypropionitrile et on laisse la réaction pendant deux heures, on
contréle par CCM (CHCl 3, MeOH : 19/1).
Finalement, on refroidit dans bain de glace et on goute 1 ml (55,55 mmoles) d eau, et on
évapore rapidement al’ évaporateur rotatif.
Apres, on goute 30 ml de chloroforme, et on neutralise par NaHCO3 et on fait une extraction
avec (2 x 15 ml) d’eau, on sépare la phase organique qui contient notre produit et on seche
par Na,SO, anhydre, on filtre et on évapore.
On obtient un mélange des produits, on sépare notre produit par les plaques de CCM.

On obtient un produit vert jaunatre visgueux.

m = 0,045 gr, Rdt = 15,90 %, Rs = 0,53 MeOH / CHCl; (1/19). T; = 169-170° C.
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Tableau (17) : données|.R du produit 97.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v, CH3 aliphatique 2962
vaCH> aliphatique 2922
Vs CH3 O-CHj3; 2850
v NH —"NH—(plusieurs bandes) 2667, 2501
v C=N nitrile saturé 2318
v C=0 amide secondaire 1714
v C=C C=C conjuguée 1651
v C=C noyau aromatique 1508
o NH amide secondaire 1456
6 CH» cycloalcane 1413
0s CH3 aliphatique 1377
P=0 ester phosphorique 1261
v P-O-C phosphate aliphatique 1020
v C-ClI compose monochloré 798
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Figure 46. Spectre IR de nucléotide 97.
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Chapitre 4

4. c) Préparation de
3'-O-(4" -Chlor ophenyl-O-cyanoéthylphosphor 0)-2'-déoxythymidine :

o)
CHy
HN ‘
O)\N
DMTrO HO
o)
o CF3;COOH (2 %) ‘O
> |
O=—P—O0CH,CH,CN dans O=—P—O0CH,CH,CN
1,2-dichloroéthane
98

97

Cl

Schéma 41.

Dans un balon monocol de 100 ml, on met 0,3 gr (0,389 mmoles) de 3-O-(4"-
Chlorophenyl- O-cyanoéthylphosphoro),5'-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine (97),
et on dissoudre dans 3 ml de 1,2-dichloroéthane CICH,CH,Cl, on refroidit au bain de glace,
et on goute 3 ml dacide trifluoroacétique (2 %) dans 1,2-dichloroéthane, on observe
I’ apparition d’ une couleur orange foncé, et elle disparait quand goute encore 2 ml de I’ acide
pour confirmer I'enlévement total du DM Tr de notre produit.

On laisse le mélange pendant 5 heures a température ambiante, on suit la réaction par CCM
(1/19) MeOH/CHCI 3, en fin on neutralise le milieu réactionnel par une solution de KHCOs.
On gjoute 20 ml de Chloroforme, et on fait une extraction avec (2 x 20 ml) d’ eau.

On gjoute le Na;SO4, on filtre, on évapore au maximum a I’ évaporateur rotatif et on fait une
chromatographie sur colonne (0 — 3 %) MeOH, CHCl .

m=0.110 gr, Rdt = 60,21 %.
R =0,25 MeOH / CHCl3 (1/19). T = 210-212° C.
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Tableau (18) : Données RMN-*C et RMN'H (250 MHz, CDCl3) du produit 98.

L e groupement Déplacement L e groupement Déplacement type de
de carbone chimique & (ppm) de proton chimique & (ppm) signal
0O=C, 179.36 NsH 8.6 H,s
0=C, 155.45 CaH, CeH (Ar) 7.7 2H, m (dd)
C=Ce—N 153.13 CsH, CsH (Ar) 7.6 2H, m (dd)
Ca (Ar) 145.81 =CeH 7.2 H, s
Cz, Ce (Ar) 135.82 HCy 6.8 H, m (dd)
Ci- (Ar) 130.87 O—CsHe 4.23 H, m (td)
Ca, Cs (Ar) 128.78 CsHe 3.82 H,m (dd)
CH,-CN 113.13 CzHe 35 H, m (td)
0=C-Cs= ~ 111 CsHa 31 H, m (dd)
O-Cux ~ 87 C2'He 2.39 H, m (dt)
O-Cy 77,18 P-O-CH 2.36 H, m (dd)
O-Cgs 68.13 CoHa 2.21 H, m (dt)
P-O—CH, ~ 63 CsOH 2.08 H,s
O-Cs 43.40 CH,—CN 1.6 2H, m (dd)
Cz 38.69 =Cs—CH3 1.15 3H,s
CH,—CN 22.67
=Cs—CHj ~ 14
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Figure 47. Spectre RMN*C (250 MHz, CDCl3) du nucléoside 98.
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Figure 48. L'extension de ce spectre.
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Figure 49. Spectre RMN'H (250 MHz, CDCl3) du nucléoside 98.

Figure 50. L'extension de ce spectre.
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Chapitre 4

Tableau (19) : données|.R du produit 98.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v OH alcool primaire 3398
vaCH3 aliphatique 2962
vaCH; aliphatique 2914
v C=N nitrile saturé 2331
v C=0 amide secondaire 1647
o NH amide secondaire 1514
6 CH» cycloalcane 1409
v P=0 ester phosphorique 1261
v P-O-C phosphate aliphatique 1022
v CCl composé monochloré 800
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Figure51. Spectre IR de nucléotide 98.
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Chapitre 4

4. d) Préparation de 3'-O-(acétyl)-5'-0-(4,4' -dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine :

o)
CHs
HN ‘

o N °

DMTrO H3;C—C{
cl

o)
OH 95

Schéma 42.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 0.5 gr (0.919 mmoles) de 5-0O-(4,4-
dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine (96), et on seche avec (2 x 3 ml) de pyridine anhydre et
on met 4,6 ml (0,057 moles) de pyridine et on goute 0,71 ml (4,59 mmoles) d'acétylchloride
avec |’ agitation pendant deux heures et demi.

Onrefroidit a5° C et on gjoute 0,92 ml (51,08 mmoles) d’ eau ; aprés 5 minutes on goute 1,84
ml (98,39 moles) d’ammoniaque et on refroidit pendant 30 minutes on séche dans
I’ évaporateur rotatif et on gjoute 40 ml d'eau et on fait une extraction avec (3 x 20 ml) d’ éther
diéthylique.

Notre produit est soluble dans la phase organique, on sépare, on refroidit, et on filtre les
cristaux former.

m = 0,25 gr ; Rdt = 45 %.
Ti= 132-134°C. R = 0,59 (MeOH/CHCI3) (1/19).
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Tableau (20) : données|.R du produit 99.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
va CH3 aliphatique 2962
va CH> aliphatique 2920
vs CH3 O-CHj3; 2854
v C=0 amide secondaire 1658
o N-H amide secondaire 1515
v C=C noyau aromatique 1411
v C=0 ester aliphatique 1261
v, C-O-C ether aliphatique 1091
o C—H aromatique 1026
v, C-O-C cyclique 802
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Figure 52. Spectre IR de nucléoside 99.
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4. e) Préparation de 3'-O-(acétyl)- 2'-déoxythymidine:

0
CHj
HN ‘
O/J‘\N CF{COOH (2%)
DMTrO o
dans
0 1,2-dichloroéthane
H3CTO
o} 100
N 99
Schéma 43.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 0,5 gr (0,853 mmoles) de 3'-O-(acétyl)-5'-O-
(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxythymidine (99), et on dissoudre dans 4 ml de 1,2-
dichloroéthane CICH,CH,Cl, on refroidit jusqua 0° C, on goute 4 ml dacide
trifluoroacétique (2 %) dans 1,2-dichloroéthane, on observe |’ apparition d’ une couleur orange
fonce.

On laisse le mélange pendant 5 heures a température ambiante, on suivre la réaction par CCM
(/19) MeOH/CHCI3, en fin on neutralise le milieu réactionnel par une solution de KHCO3
jusqu’ a ladisparition de la couleur orange.

On agjoute 30 ml de Chloroforme, et on fait une extraction avec (2 x 20 ml) d’ eau.

On gjoute le Na,SO,4 pour éiminer les traces d’ eau, on filtre, on évapore au maximum a
I’ évaporateur rotatif, et on fait une chromatographie sur colonne (0 - 8 %) MeOH, CHCl 3.

m = 0,164 gr ; Rdt = 67,7 %.
Ti= 159-160°C. Rf= 0,38 (MeOH/CHCI3) (1/19).
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Tableau (21) : données|.R du produit 100.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v O-H alcool primaire 3471
v CH acéne 3066
va CH3 aliphatique 2977
va CH> aliphatique 2935
v C=0 ester saturé 1739
v C=0 amide secondaire 1658
o CH> cycloalcane 1469
o CHs aliphatique 1377
v CH tertiaire 1342
v, C-O-C ester aliphatique 1272
v CN amide secondaire 1222
v, C-O-C ether aliphatique 1095
v C-O alcool 1064
v, C-O-C cyclique 848
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Figure 53. Spectre IR de nucléoside 100.
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Chapitre 4

5. a) Préparation de N*-benzoyl-2'-déoxycytidine :

0
2
e 1 NH
XN 4
| /K 1°/ (CH3)sSiCl / Py 4 z 6 5| N3

N\ P

HO
o
OH 101

Schéma 44.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (4,405 mmoles) de 2'-déoxycytidine (101),
et on seche avec (3 x 11 ml) de pyridine anhydre et on met 22 ml (272,91 mmoles) de méme
pyridine et on gjoute 2,82 ml (22,3 mmoles) de Chlorotriméthylsilane avec |’ agitation pendant
une heure et demi, puis on goute 2,53 ml (21,96 mmoles) de benzoylchloride et on suivre
|” agitation encore deux heures et demi.

On refroidit a5° C et on gjoute 4,405 ml (244,72 mmoles) d'eau ; aprés 5 minutes on goute
8,81 ml (471,6 mmoles) dammoniac et on refroidit pendant 30 minutes on seche dans
|’ évaporateur rotatif et on gjoute 50 ml d’ eau et on fait une extraction avec (3 x 20 ml) d’ éther
diéthylique.

Notre produit est soluble dans la phase aqueuse, on sépare, on refroidit, et on filtre les cristaux
former.

On obtention un solide blanc.

m = 1,26 gr, Rdt = 86 %.
Ty =236-237°C. Rf= 0,12 MeOH /CHCl3 (1/19).
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5. b) Préparation de N*-benzoyl-5'-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxycytidine :

0 0
2
NH 1 NH
4 6 ¢
| NN 1°/ Py Z 5| K
/K 29/ DMTICl 6 /K
N 0 Ny Yo
HO DMTrO
0
OH 102 103

Schéma 45.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (3,021 mmoles) de N°-benzoyl-2'-
déoxycytidine (102), et on séche avec (2 x 6 ml) de pyridine anhydre, et on met 12,08 ml
(149,91 mmoles) de méme pyridine et on goute 1,124 gr (3,32 mmoles) de 4.4-
diméthoxytritylchloride avec I’ agitation pendant deux heures, et on goute 0,112 gr (0,33
mmoles) du méme réactif ; apres deux heures, on goute 4,53 ml (79,3 mmoles) d’ éhanol et
aprés 30 minutes, on évapore sans sécher la solution, puis on goute 30 ml de chloroforme et
on fait une extraction avec (2 x 20 ml) d'eau.

Notre produit est soluble dans la phase organique, on seche avec le Na,SO4 anhydre, on filtre
et on évapore.

On fait une Chromatographie sur colonne (0 — 6 %) MeOH, CH3Cl.

On obtient un produit visqueux jaunéatre.

m= 1,37 gr; Rdt = 71 %.
Ty =192-194°C, Rf= 0,30 (MeOH/CHCI3) (1/19).
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5. ¢) Préparation de
N*-benzoyl-3'-O-benzoyl,5'-O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxycytidine :

OH

Schéma 46.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (1,58 mmoles) de N*-benzoyl-5-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-2'-déoxycytidine (103), et on seche avec (3 x 4 ml) de pyridine anhydre et on
met 8 ml (100 mmoles) de méme pyridine et on goute 0,9 ml (7,88 mmoles) de
benzoylchloride avec |’ agitation pendant deux heures.

Onrefroidit a5° C et on gjoute 1,56 ml (87,76 mmoles) d’ eau ; aprés 5 minutes on gjoute 3,16
ml (169,13 mmoles) d’ammoniaque et on refroidit pendant 30 minutes, on seche dans
I’ évaporateur rotatif et on gjoute 50 ml d’ eau et on fait une extraction avec (3 x 20 ml) d’ éther
diéthylique.

Notre produit est soluble dans la phase organique, on sépare, on refroidit, et on filtre les
cristaux formés.

On obtention un solide blanc.

m = 0,49 gr, Rdt = 42 %.
T = 163-164° C, Rt = 0,65 MeOH / CHCl; (1/19).
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Tableau (22) : données|.R du produit 104.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
va CH3 aliphatique 2962
va CH> aliphatique 2920
vs CH3 -O—CH3 2854
v C=0 amide secondaire 1708
v C=C noyau aromatique 1647
d N-H amide secondaire 1515
6 CH» cycloalcane 1461
ds CH3 aliphatique 1407
v, C-O-C ester benzoique 1261
v C-—C tertiobutyl 1091
v C-0-C ether aliphatique 1022
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Figure 54. Spectre IR de nucléoside 104.
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5. d) Préparation de N*-benzoyl-3'-O-benzoyl-2'-déoxycytidine :

0 o}
2
1
NH NH
4
Y 4 ® 373
5
| /K CF3COOH (2 %) 6| /Ji\
N o} > NJ o]
DMTTrO. dans
o 1,2-dichloroéthane
o} o}
104

Schéma 46.

Dans un ballon monocol de 100 ml, on met 1 gr (1,356 mmoles) de N“*-benzoyl-3-O-
benzoyl, 5-0O-(4,4'-dimethoxytrityl)-2'-déoxycytidine (104), et on dissout dans 5 ml de 1,2-
dichloroéthane CICH,CH,CI, on refroidit au bain de glace, et on goute 5 ml d'acide
trifluoroacétique (2 %) dans 1,2-dichloroéthane, on observe I’ apparition d’ une couleur orange
fonceée.

On laisse le mélange pendant 6 heures a température ambiante, on suit la réaction par CCM
(/19) MeOH/CHCI3, en fin on neutralise le milieu réactionnel par une solution de KHCO3
jusqu’ a ladisparition de la couleur orange.

On agjoute 30 ml de Chloroforme, et on fait une extraction avec (2 x 20 ml) d’ eau.

On gjoute le Na,SO4, on filtre, on évapore au maximum a |’ évaporateur rotatif, et on fait une
chromatographie sur colonne (0-6 %) MeOH, CHCl .

m =0, 37 gr, Rdt = 62 %.
T;=212-214°C. R;= 0,44 MeOH / CHCl; (1/19).

119



Chapitre 4

Tableau (23) : Données RMN-C et RMN™H (250 MHz, CDCl3) du produit 105,

L e groupement Déplacement L e groupement Déplacement type de
de carbone chimique & (ppm) de proton chimique & (ppm) signal
N* C=0 207.01 N*-H 8.38 H,d, J=7.42 Hz
0=C-C," 166.26 CoH, Ce'H (Ar) 8.05 2H, dt,
Jo=7.37 Hz
0=C, 162.34 N*-HC,, HCs(Ar) 7.90 2H, dt,
Jo=7.62Hz
N=C,—N ~ 145 N*HC, 7.63 H, m (tt) (Ar)
=C¢—N 133.58 HC4 (Ar) 7.61 H, m (tt) (Ar)
N*-Cy (Ar) 133.21 N*-HCj3, HCs(Ar) 7.53 2H, td,
Jo=7.7Hz
Cs (Ar) 132.99 Ca'H, CsH (Ar) 7.49 2H, td,
Jo=7.28 Hz
N*-C3,N*-Cs, 129.74 HCs 6.42 H, dd,
Cs, Cs (Ar) Jiis = 6.25 Hz
N*-C4 (Ar) 129.19 HCs 5.64 H, dd,
Jois = 6.22 Hz
Co, Ce (Ar) 129.03 CyHe 4.38 H, dd, Jea ~ 3 Hz
N*-C,,N* 128.52 CaHe 4.08 H, m (td),
Ce(Ar) Jee =2 Hz
Cy (Ar) 127.56 CzHe 351 H, m (td)
=Cs— 88.16 CsHe 2.88 H,ddd, J; =~ 4 Hz
Jgem = 14.23 Hz
Cy 86.06 CsHa 2.55 H,ddd, J; =~ 7 Hz
Jgem = 14.5 Hz
Cr 77.19 Co'He 1.71 H, m (dt)
Cs 75.22 C2Ha 1.34 H, m (dt)
Cs 62.47 CsOH 1.27 H,s
Cx 38.73
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Figure55. Spectre RMN™C (250 MHz, CDCl3) du nucléoside 105.
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Figure56. L’extension de ce spectre.
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Figure57. Spectre RMN'H (250 MHz, CDCl3) du nucléoside 105.
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Figure58. L’extension de ce spectre.
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Tableau (24) : données|.R du produit 105.

L e groupement Lafonction L’ absorption cm™
v OH alcool primaire 3290
v C=0 amide secondaire 1693
v C=C C=C non conjuguée 1651
v C=C noyau aromatique 1612
o N-H amide secondaire 1554
o CH> cycloalcane 1485
v, C-O-C ester benzoique 1311
v C—N amide secondaire 1265
v C-O alcool 1110
o CH aromatique 1064
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Figure59. Spectre IR de nucléoside 105.
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Conclusion générale:

Les nucléotides sont des petites molécules formées par l'association d'une base, un
sucre et un ou plusieurs groupements phosphate, ils sont les constituants principales
de I'ADN et de I'ARN ; en forment des polymeéres, appelés acides nucléiques, ils
conservent les informations genétiques et les informations nécessaires a la synthese
des protéines, et jouent un réle majeur dans la fourniture d'énergie chimique et la
transmission des signaux cellulaires.

La synthese des oligonucléotides a une large application dans I'étude enzymatique

bien développées ces derniéres années.

Nos travaux ont consisté a synthétiser des dérivés de nucléotides des quatre bases ;

adénine, guanine, cytosine et thymine, a partir des nucléosides commerciaux par des

réactions de substitutions pour protéger les centre actifs au moyen des groupes
protecteurs relativement facile de I'introduire et vers des sites spécifiques.

Ce I'a conduire de synthétiser ces quatre dérivés nucléotidiques :
NZ-isobutyryl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthylphosphoro)-2'-
déoxyguanosine.
N®-benzoyl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthylphosphoro)-2'-
déoxyadénosine.
3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthylphosphoro)-2'-déoxythymidine.
N*-benzoyl-3'-O-benzoyl-2'-déoxycytidine.

Ces nucléotides sont destinés a la synthése des oligodésoxynucléotides contenant des

sites de reconnaissance normaux pour des enzymes comme Bspl et Hailll ou des sites

modifier.
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RESUME :

Dans ce travail, nous avons synthétisé des dérivés de nucléotides des quatre bases,
adénine, guanine, cytosine et thymine; a partir des nucléosides commerciaux par la
protection des centre actifs par des groupes protecteurs vers des sites specifiques
conduisant aux quatre produits suivant :
NZ-isobutyryl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-
déoxyguanosine.
N®-benzoyl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthy| phosphoro)-2'-
déoxyadénosine.
3'-0O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-déoxythymidine.
N“-benzoyl-3'-O-benzoyl-2'-déoxycytidine.
Ces produits sont destinés a la synthese des oligodésoxynucléotides contenant des

sites de reconnai ssance normaux ou des sites modifier.



ABSTRACT:

In this work, we have synthesizes nucleotides derivatives of the bases; adenine,
guanine, cytosine and thymine; using acommercia nucleosides. The synthesis was by
protection of centre reagent by defenders groups towards specific sites leading
(driving) to four following products:

NZ-isobutyryl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoethyl phosphoro)-2'-
deoxyguanosine.

N®-benzoyl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoethy| phosphoro)-2'-
déoxyadenosine.

3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoethyl phosphoro)-2'-deoxythymidine.
N*-benzoyl-3-O-benzoyl-2'-deoxycytidine.

These products are intended for the synthesis of oligodesoxynucleotids containing

normal sites of gratitude (recognition) or modified sites.
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NZ-isobutyryl-3'-O-(4"-Chloropheny!-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-
déoxyguanosine.
N®-benzoyl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-
déoxyadénosine.
3'-0O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-déoxythymidine.
N*-benzoyl-3'-O-benzoyl-2'-déoxycytidine.
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RESUME
Dans ce travail, nous avons synthétisé des dérivés de nucléotides des quatre bases;
adénine, guanine, cytosine et thymine; a partir des nucléosides commerciaux par la
protection des centre réactifs par des groupes protecteurs vers des sites spécifiques
conduisant aux quatre produits suivant :
NZ-isobutyryl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-
déoxyguanosine.
NC-benzoyl-3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-
déoxyadénosine.
3'-O-(4"-Chlorophenyl-O-cyanoéthyl phosphoro)-2'-déoxythymidine.
N“-benzoyl-3-O-benzoyl-2'-déoxycytidine.
Ces produits destinés a la synthése des oligodésoxynucl éotides contenant des sites de

reconnai ssance normaux ou des sites modifier.
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