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PROCEDE DE SYNTHESE EN SOLUTION DE MACROMOLECULES A PARTIR
D'UNITES DE DERIVES DE GLUCIDES

Domaine technigus de Pinvention

La présenie invention appartient au domaing de la synthése de macromolécules
organigques. Plus spécifiguement, la présente invention concerne un procédé de
production de macromolécules dintérét & partir duniiés de monosaccharides ou
oligosaccharides ou de dérivés de telles unités. Cg procédé se déroule en phase liquide
{solution) et utilise des molécules dancrage solubles en milieu organique el plus
particulisgrement dans des solvants apolaires. Ces molécules dancrage {ou support
liquide) conférent aux macromoiécules {ou intermédiaires) d'intérél, lorsquelies en sont
liées . une proteciion transitoire d'au moins une fonction chimigue et une excellents
sclubdiité dans des solvanis organiques apolaires s en conséguencs, des purifications
par simple extraction ou par filiration sur silice. Les macromolécules visées peuvent
notamment étre des macromolécules d'intéréd biclogique, tels gue les oligonuciéotides &t
les ofigosaccharides, et slles peuvent contenir des unités qui ne sont pas des mono- ou

oligosaccharides.

£tat de la technigue

La présente inventicn concerne un nouveau procédé permetlant iz synthése de
macromolécules comportant des unités de monosaccharides atiou
d'oligosaccharides et/ou de leurs dérivés ; ces unités peuvent &tre ou peuvent comporter
notamment des pentoses ou des hexoses. Ainsl et plus particuligrement, la présente
invention concerne la synthése d'oligonuciéatides (ou de leurs dérivés) et la synthése

doligosaccharides {ou de leurs dérivés).

Habituellement, les oligonuciéctides sont préparés, a l'échelle du laboraloire, par la
synthése sur support solide, avec des aufomates. De nombreux efforts ont permis
d'améliorer ces équipements au stade industriel pour des productions plus conséguentes
{> 1 kilogramme). Cependant, depuis g fin du siécle demier, les cligonuciéotides
thérapeutiques ont connu un grand essor déclenchant un réel intérét pour ces espéces
moléculaires. A ce jour, plus d'une ceniaine d'oligonuciéotides sont en cours d'essais
cliniques et huit médicaments ont &té approuvés par 1a Food and Drug Administration
(FIA} {voir Y. 8. Sanghvi, « A Status Updale for Modified Cligonuclectides for
Chemotherapeutics Appliations », Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem., 2011, 48:4.1.1-
4.1.22).
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Le premier oligonucléotide approuvé fut e fomivirsen ou Vitravene™ (voir M. D. de Smet
ot al, « Fomovirsen - a phosphorothivate oligonuclectide for the trealment of CMV
retinitis », Ocul. Immunol. Inflamm., 1988, 7, 188-198 et S. T. Cooke ef &b, « RNA-
Targeted Therapeutics », Cell Metabolism, 2018, 27, 714-73%), un oligodésoxynuclectide
constifué de 21 motife liés par des liaisons phosphorothioates. I est utilisé dans le
fraitement de la rétinite 3 cytomégalovirus.

Plus tard, Ie Macugen™ (pegaptanib sodium) et fe Kynamro'™ (mipomersen sodium) ont
sté approuvés successivement en 2004 et 2013, respectivement indiqués dans le
traitement de ia forme néovasculaire (humide) de la dégénérescence maculaire liée a
fage (DMLA) et dans e traitement de hypercholestérolémie familiale homozygote (voir
Sanghvi et Schulte, Curr. Opin. Drug Discovery Dev. 2004, 8, 785).

Jusqu'a présent, la synthése d'oligonuciéotides en phase solide a permis de produire, en
routine, des oligonuciéotides a f'échelle du kilogramme, avec de bonnes qualités {voir
Sanghvi, Y. 8. (2018} « Large-scale aufomated synthesis of therapeutic oligonucieotides :
A status update” paru dans 8. Agrwal & M. J. Gait (Eds) Advances in nucleic acid
therapeutic {(pp. 453-473)). Bien que de nombreux efforts d'optimisalions alent ofé
accomplis, les procédés de productions d'oligonuciéotides sont encore perfectibles. La
synihése d'oligonuciéotides en phase liquide se positionne, de plus en plus, comme une

réponse efficace & la production d'cligonuciéctides.

Quelle gue soit la phase (solide (hétérogéne) ou liguide (solution}} ol a lieu la réaction, la
synthése d'cligonuciéotides se résume en la formalion de liaisons esters phosphoriques
enire des nucléosides, selon un ordre défini {volr H. Lonnsberg, « Synfhesis of
ofigonucieotides on a soluble support », Beilstein J. Org. Chem., 2017, 13, 1368-1387 &t
A. Molina & Y. 5. Sanghvi, « Liguid-Phase Oligonucieotide Synthesis : Past, Present, and
Future Predictions », Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, 2019, 77 (1)), Souvent,
ia synthése d'oligonuciéotides en phase liguide (acide désoxyribonucidique (ADN) ou
acide ribonuciéigue (ARN)) débute par la fixalion de la molécule d'ancrage sur fexdrémite
3 d'un nucléoside ; I'élongation s'effectuant de 3’ vers 5. A ce stade, le premier cycle de
synthése commsence avec Ventrée en jeu dun dérivé nuciéosidique phosphorylé en
position 3" {(phosphoramidite ou H-phosphinate ou phosphotriester), qui va réagir avec

'alcool en position 5 du nuciéoside ancré sur un support de synthése.

A Texception de lalcool entrant en réaction, toutes les aulres fonctions nucléophiles

dotvent &tre préalablement prolégées. Ainsi, les amines des bases nucléiques sont
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préférentiellement protégées par acyiation (benzovie pour la cyltosine et adénine,
isobutyle pour Iz guanine} alors que les fonctions alcools du désoxyribose et du ribose
sont  respectivement masquées par des éthers de tritvle (diméthoxytrityle ou
monomethoxytrityle) en position §° et/ou par des éthers de silvle (ferf-butyidiméthyisilyle
ou triisopropyisilvloxymethyle) en position 2.

Selon la nature du nucléoside phosphorylé choisi, les conditions opératoires de |a reéaction
de couplage sont différentes. Dans le cas des nucléosides phosphoramidifes {voir S. L.
Beaucage & M. H. Caruthers, « Deoxynuciecside Phosphoramidites — A new Class of Key
intermediates for Deoxypolynuclectide Synthesis », Tetrghedron Letlers, 1981, 22, 1859-
1862) et des nucléosides H-phosphonates, les réactions de couplage sont suivies par une
réaction o’ oxydation pour conduire aux phosphotriesters correspondants. Dans le cas des
nuciéosides phosphates, les phosphofriesters correspondants sont oblenus  par
gstérifications avec le nucléoside précédent {voir C. B. Reese & 2. Pei-Zhug,
« Phosphotriester Approach fo the Synthesis of Qligonuciectides © A Reappraisal », J.
Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1983, 2204-2301, V. A. Efimov et al,, « Applicalion of new
catalytic phosphate proteciing groups for the highly efficient phosphotriester
ofigonucleotide synthesis », Nucleic Acids Res. 1986, 14, 6525-65840, (. van der Marel et
al., « A New Approach fo the Synthesis of Phosphofriaster intermediates of Nucleosides
and Nucleic Acids », Tetrahedron Lell., 1881, 22, 3887-3880 et E. de Vroom et al., « Use
of a 1-hydroxybenzotriazole activated phosphaorylating reagent fowards the synthesis of
short RNA fragments in sofution », Nucleic Acids Res., 1886, 14, 5888-5800).

Diverses molécules d'ancrage ont éié décrites dans la lltérature en relation avec la
synthése d'cligonuciéstides en phase lquide. Historiquement, les fondations de la
synthése d'oligonuciéctides ont ét8 posdes par les fravaux de Hayatsu et Khorana (voir
« Deoxyribooligonuciectide Synythesis on a Polymer Support », J. Am. Chem. Soc. 1986,
88, 13, 3182-3183). Celte approche inspirée de la méthodologie de synthése peptidigue
décrile par Merriefield, utilisalt un polysiyvréne soluble comme molécule dancrage (5'-0-
monométhoxytrityle (MMTr) greffé). Cependant, ce polystyréne devient insoluble dans les
solvants organiques au-deld de trois nuciéotides, et en conséquence, lisolation du produit

davient faible.

Dautres polyméres ont éié etudies, tels que Ia cellulose (Biochemistry 1068, 7, 8, 280¢-
2813) ou faleool polyvinyligue (H. Scholt et al, « Liguid-Phase-Synthese von
Oligothymidyiphosphaten », Die Makromolekulare Chemie, 1973, 173, 247-251). Dans
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ces deux cas, lors de lincorporation du premier nuciéoside sur le support, une réaction
dite de coiffage, des groupes hydroxyles libres (non fonclionnalisés), est nécessaire afin
d'éviter la présence d'oligonuciéotides tronqués en fin de synthése.

5 Dans les anndes 80, une aulre catégorie de polymére a &8 largement étudiée en tant que
molécule d'ancrage : le polyéthyléne glycol (ou PEG). Avec ce type de supports solubles,
le groupe de Bonora a réusst la synthése d'oligonuciéctides 3 I'échelle du gramme tout en
réduisant considérablement le temps de manipulation (voir « HELF (High Efficiency Liguid
Phase) new oligonuciectide synthesis on soluble polymeric support », Nucleie Acids

10 Research, 1990,18, 3185-315¢ et «large scale, liguid phase synihesis of
ofigonuciectides by the phosphoramidite approach », Nucleic Acids Research, 1003, 21,
12131217

Plus récemment, le groupe de Livingston a développs ot ufilisé des membranes de
15  séparations moléculaires par nanofiltration (voir P. R. J. Gaflney et al, « Liguid-Phase
Synthesis of 2-Methyl-RNA on a Homostar Support through  Organic-Solvent
Nanofiitration », Chem, Eur. J., 2015, 21, 9535-9543 et J. F. Kim et al., « Organic Solvent
Nanofimitration (OSN} : A New Technology Platform for Liquid-Phase Oligonucleotide
Synthesis (LPOS) », Org. Proc. Res. Dev., 2016, 20, 1439-1452). Elles permettent de

20 faciliter et d'accélérer les étapes de purification des dligonucléotides en croissance.

D'une facon générale, Futilisation de polyéthyléne glycols (PEG) comme malrice
d'ancrage & plusieurs avantages fels que : l'ulilisation de Facéionitrile comme solvant ;
Foblention d'sligonuciéotides de bonne pureté ; des purifications simplifiees (& chague

25  dlape) ; la possibilté datieindre des guantités raisonnables d'oligonucléotides | la
polyvalence au niveau des réaclions de couplages (phosphoramidites, H-phosphonate
{voir K. J. Padiya et al., « Large Scale, Liguid Phase Qligonuciectide Synthesis by Alkyl H-
phosphonate Approach », Bicorg, Med. Chem., 2000, 8, 337-342) et phosphates) &f la
dirninution de la quaniité de monomeéras mise en jsu.

30 Les principaux verrous a fulilisation des PEG a fechelle indusiriells sont: le grand
nombre d'étapes de précipitations ; une consommation excessive de solvants et le colt
des membranes de nanofiltration.

En 2017, Vutilisation d'un dérivé d'adamantane a éi& décrite comme maolécule d'ancrage

L33
123

pour la synthése d'oligonuciéctides en phase liquide (A, Schwenger et al., « Solufion-

Phase Synthesis of Branched Uligonuciectides with up fo 32 Nucleotides and fhe
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Reversible Formation of Materials », Eur. J. Org. Chem,, 2017, 5852-5864). Un avantage
de ce support réside dans la purification par simple extraction. Le principal inconvénient
de cette molécule d'ancrage est son faible factewr E {qui exprime le rapport massique
déchetfproduit désiré) car un grand volume de solvant est nécessaire pour les différentes
étapes de purification par extraction. Le méme groupe de recherche a décrit un derivé
dadamantane iétrasubstitué  comme  molécule  d'ancrage pour la  synthese
d’oligonuciéotides en phase Hquide. L& aussi, le grand volume de sclvant nécessaire pour
les purifications et Vexcés de monoméres de phosphoramidites freinent son

développement au niveau industriel.

En 2008, la premigre moldcule d'ancrage ionigue, en 'occurrence de type imidazolium, a
&té décrite (R. A. Donga et al., « & Novel Approach fo Oligonucleotide Synthesis Using an
Imidazofium lon Tag as a Soluble Support », J. Org. Chem,, 2008, 71, 7807-7910). La
purification de Poligonucléotide en cours d'élongation s'opdre par précipitation el
exiraction. Dans une vision industriells, ce support liquide est lesté par le grand volume

de solvant nécessaive pour les purifications de Poligonuciéstide en croissance.

Des molécules d’ancrage de type B-cyclodexirines solubles, a base de D-giucopyranose,
ont démontré leur efficacité pour la synthése d'cligonuctéotides en phase liquide (A
Gimenez Molina et al., « Acelylated and Methylafed B-Cyclodextrins as Viable Soluble
Supporis for the Synthesis of Short 2-Qligodsoxyribo-nuclectides in  Solufion »,
Molecules, 2012, 17, 12102-12120). Les avantages associés & ces supporis solubles sont
leur codt et une diminution de la quantité de monoméres nécessaire pour les élapes de
couplage.

Les points faibles de ces matrices résident au niveau de la purification. En effet, pour

chagque cycle, une purification par colonne de chromatographie est obligatoire.

Une aulre catégorie de molécules d'ancrage, constifuée de dérivés du pentaérythrifol
fonctionnalisé, a &té décrite. lis ont &té uiilisés pour la synthése de FADN (V. Kungurisev
et al., « Solution-Phase Synthesis of Short QOligo-2-deoxyribonucleotides by Using
Clustered Nucleosides as a Soluble Support », (Eur. J. Org. Chem., 2013, 6687-86983) et
de FARN {(A. Gimenez Molina et al., « Solufion phase synthesis of short
oligoribonucieotides on a precipitative fefrapodal support », Beilstein J. Org. Chem,, 2014,
10, 2279-2285 et Current Organic Synthesis, 2014, 12, 202-207). Les avantages de ce

support liquide sont: la possibilité d'effectuer les réactions d'élongation selon la chimie
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des phosphoramidites ou des phosphotriesters ; la stabilité de la malrice ; la présence de
guatre sites d'ancrage ; des purifications par précipitation,

Les principaux obstacles a Nindustrialisation de ce support liguide soni Futilisation de deux
groupes protecteurs hydrophobes (en 27 et 57, lors de la synthése de FARN, et Vutilisation
de monoméres non commerciaux ef les nombreuses purifications par précipitation.

Les dérivés de Pacide galligue, comme support soluble, ont également &1& utilisés pour la
production doligonuciéotides en solution {(voir JP 2010-275254 ot WO 2013/178412 ainsi
que les publications de 8. Kim et al,, « Liguid-Phase RNA Synthesis by Using Alkyl-Chain-
Soluble Support », Chem. Eur. 4., 2013, 19, 8615-8820, et de 7. Shoji et al., « Synthesis
of Conjugated Oligonuciectide in Scolution Phase Using Alkyl-chain-soiuble Support »,
Chem. - Latt, 2014, 43, 1251-1253). &n utilisant ces derniers, sn combinaison avec la
chimie des phosphoramidites, a synthese d'un ARN (21-méres) a &l realisee avec un
excellent rendement {(26%) et une bonne pureté {78%). Cependant, ies nombreuses
étapes de purification {> 50) rendent ces molécules d'ancrage inadapiées & une utilisation

industrislie,

Dans la mé&me veine, les molécules d'ancrage nommées Ajiphase™ oni été décriles pour
ia production d'oligonuciéctides (voir 8. Katavama & K. Hiral, « Liguid-phase synthesis of
ofigonucieotides », paru dans 8. Obika & M. Sekine (Eds.}), “Synthesis of therapeutic
ofigonuciectides” {pp. 83-85), Springer Singapors, 2018). L'utilisation d'Ajiphase™ comme
moigcule d'ancrage pour ia production d'oligonuciectides preésente cerlains avantages .
on peut purifier les oligoméres ancrés par simple précipitation dans Pacétonitrile ou le
méthano! ; e nombre d'équivalents de phosphoramidite est faible (< 2 équivalenis} ; le
rendement global est amélioré et la consommation de solvants est réduite. Cependant, la

principale limitation de ce procédé reste la purification (une précipifation par cycle).

La présente invention concemne également les oligosaccharides, appelés autrefois les
« hydrates de carbone ». lis sont impliqués dans plusieurs processus bilogiques et
jouent un réle primordial dans le monde vivant. En effet, les sucres sont impliqués dans la
struclure de molécules ossentielies telles que les acides nucléiques (ribose et
désoxyribose}). Les oligosaccharides el les polysaccharides sont constiiués de
monoesaccharides liés entre sux par une ligison giveosidigue. Dans Voptique de la
connaissance des rdles des sucres dans le monde vivant, les chimistes ont réalisé des
avancées conceptueiles si pratiques permettant d'accéder a des oligosaccharides de plus
en plus complexes (M. Panza et al, « Aufomaled Chemical Oligusaccharide Synthesis :
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Novel Approach to Traditional Chaflenges », Chem. Rev. 2018, 118, 17, 8105-8150 et M.
Guberman & P. H. Seeberger, « Aufomaled Glycan Assembly - A Perspective », J. Am.
Chem. Soc. 2018, 141, 14, 5581.-5582).

Depuis les fravaux de Merrifield, dans les années 1860, sur la synthése peptidigue sur
support selide, de nombreux chimistes ont développé des méthodes similaires, adaptées
& ia synthése d'sligosaccharides, afin de pouveir bénéficier des avantages de celle
méthodologie, en Voccurrence ; Fusage de réactifs en excés et les purifications par simple
lavage du support solide. Toutefols, celte approche de synthése d'oligosaccharides
comporte quelkgues problémes tels que . le choix du support solide, le design de
Pespaceur, la sélection des groupss protecteurs, le suivi des réactions, le choix des
monomeéres donneurs ou accepteurs et le décrochage final de 'oligosaccharide cible de la
matrice {voir P. H. Seeberger & 8. J. Danishefsky, « Sofid-Phase Synthesis of
QOfigosaccharides and Glycoconjugates by the Glyvcal Assembly Method : A Five Year
Relfrospective », Acc. Chem. Res., 1988, 31, 685-6885 ; P. H. Secberger & W.-C. Haase,
« Sclid-Phase Oligosaccharide Synthesis and Combinatorial Carbohydrate Libraries »,
Chem. Rev., 2000, 100, 4345-43983 et P. H. Seeberger, « Automated ofigosaccharide
synthesis », Chem. Soc. Rev. 2008, 37, 15-28).

En 1973, ia premigre synthése d'un trisaccharide sur support solide a été décrite (voir J.
M. Frechet & C. Schuerch, « Solid-Phase Synthesis of Qligosaccharides. | Prepapration
of the Solid Support. Polvip-{1-propen-3-ol-1-ylisfyrene] », J. Am. Chem. Soc., 1871, 83,
452-498 ; Frechet, J. M. dans “Polymer-Supported Reactions in Organic Synithesis”,
Hodge, P., Sherringten, D. C., Eds.; John Wiley & Sons Lid: Chichester, UK, 1980, pp
407-434 et Carbohydr. Res., 1872, 390-412}.

inspirés par ces fravaux, Seeberger et al., ont congu une machine permetiant la synthase
automalisée d'oligosaccharides (P.H. Seeberger, « Sofid FPhase Olfigosaccharide
Synthesis », J. Carbohydr. Chem,, 2002, 21, 613-843 et M. Weishaupt st al, « Solid
FPhase Synthesis of Oligosaccharides », paru dans « Methods in Enzymology », 2010,
478, 483-484). Ainsi, ils ont décrit 3 synthése de plusieurs oligesaccharides complexes

tels que des dérivés de dodécameres B-glucan.

L'uiilisation de glycal & des fins de couplage glycosidique a été explorée sur support
solide {(J. T. Randoiph et al., « Major Simplifications in Oligosaccharide Synthesis Arising
from a Scfid-Phase Based Method | An Application to the Synthesis of the Lewis b
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Antigen », J. Am. Chem. Soc., 1885, 117, §712-5719; C. Zheng et al., « Solid Support
Ofigosaccharide Synthesis : Construction of B-Linked Qligosaccharides by Coupling of
Giyeat Derived Thioethyl Glycosy! Donors », J. Org. Chem., 1888, 63, 1126-1130 et KA
Savin et al., « A New Polymer Support Silvlene Linking Method for Hindered Hydroxyl-
Bearing Systems », J. Org. Chem., 1988, 64, 4183-4186). Ce concept de couplage
glycosidique est basé sur Vactivalion du glycal avec un électrophile (le dimethyidioxirane

par exemple).

i s'ensuit de ce qui vient d'étre exposé que les principaux défis a relever pour la synthése
d'oligesaccharides en phase solide sont: fusage duniiés de monoméres en excés,
Vimpossibilité de contrdler Fanomérie de chagque monomers infroduit, Fextrapolation &
toule type de liaisons glycosidiques, la faible cingtigue du clivage des espaceuwrs, la
synthése complexes des espaceurs, ia nécessité d'un squipement spécial (susceptible de

descendre a environ - 20 °C) et des capacités de productions faibles.

En somme, la production de macromolécules, d'oligonuciéotides et d'oligosaccharides, 3
'échelle industrielle & moindre coll et avec une faible empreinte environnementale, est
ilusoire avec les méthodologies actusiles. C'est justement Fobjet de la présente invention.
En effet, les inventeurs ont développé une gamme de groupss protecteurs {ou molécules
d'ancrage ou molécules solubilisantes ou malrices d'ancrage) capable de permetlre la
synthése d'oligonuciéotides et d'oligosaccharides a faible coft, faible Impact
anvironnemental i faible complexité. En dautres termes, utilisation de ces molécules
d’ancrage permet de combiner les avantages de la synthése en phase liguide of de la
synthése en phase solids (‘homogénéité du milleu réactionnsel, du fait que les supports
sont solubles, ce qui permet des cinétiques lindaires ; la possibilité de réduire la quantité
de réactifs coliteux ainsi que les solvants ; 1a possibilité de meftre en cauvre des réactions
a grande échelle (lot ou batch}; des purifications simplifiées des macromolécules en
cours d'élongation, des réactifs en excés el des sous-produits. Ces purifications
s'appuient spécifiquament sur les propriétés physicochimigues et la nature de la molécule
dancrage, elles g'effeciuent le plus souvent par la technigue d'exiraction liquide-liguide
qui est basée sur la distribution sélective (ou cosfficient de partage ou coefficient de
distribution} des soluiés dans deux liquides quasiment non-miscibles.

Obijet de Finvention

La présente invention propose de résoudre les difficuliés laissées dans Part antérisur,

notamment en ce qui concerne la technique de purification par d'une part, la dérvation
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des groupes profecteurs qui pourraient éire solubles dans des solvanis apolaires et
d'autre part, par Fudilisation de polyoléfines ou oligoméres de polyoléfines ou polyalcénes,
capable denfrainer une solubilité sélective lors de la production de macromoiéoules
biologiques (oligonucidotides et oligosaccharides) en phase liquide (ou solution). En effet,
les inventeurs ont trouvé que utilisation des polyoléfines, et en particulier des dérivés de
polyischuténes (PIB), comme groupes protecteurs ou molécules d'ancrage ou supports
fiquide ou malrices d'ancrage, permet la synthése de ces macromolécules en solution
{solvants halogénéds et/ou non halogénés) tout en facilitant leur purification par extraction

liquide-liquide.

La présente invention vise dés lors la synthése de macromolécules par élongation
successive d'unités diverses, gui sont majoriiairement des dérivés de glucides pouvant
étre identiguss ou différents. Lesdites macromolécules peuvent notamment éire des

oligonuciéotides ou des oligosaccharides,

Un premier objet de Ia présentie invention est un procédé de synthése de macromolécules
composées dunités U qui sont majoritairement des monosaccharides ou dérivés de
monosaccharides pouvant étre identiques ou différents, lesdites macromolécules
présentant une premidre et une dewdeme extrémité, ledit procéde de synthése procédant
par élongation successive de ladile deuxiéme extrémité par un monomére ou oligomeére M
présentant au moins deux fonctions, et ledit procédé élant caractérisé en ce qus

~ dans une premiére étaps appslée ancrage, 8 premiére unité U1l de iadite
macromelécule, correspondant & un monomeére M1 ou une unité terminale d'un oligomére
M1, est fixde par une liaison covalente (éther, ester ou foutes aulres fonctions
compatibles avec le présent procédeé) a une molécule d'ancrage soluble dans des
solvants organigues, ladite liaison covalente résullant dune réaction d'une premicre des
fonctions dudit monomére M1 ou dudit oligomére M1 avec une fonction de ladite molécule
d’ancrage, la deuxiéme ferminaison est possiblement une autfre Tonction dudit monomere
M1 ou dudit oligomeére M1 avant éié prolégée, préalablement 3 ladite réaction, par, au
moins un premier groupe protecteur GP1, et possiblement par un deuwxdéme groupe
protecteur GP2 ef un éniéme groupe protecteur GPn |

- dans une deuxiéme élape appelée déprotaction, Pun desdits groupes protecteur GP1 ou
GP2Z ou GPn est retirg, laissant sur ledit monomére M1 ou ledit oligomére M1 au moins
une fonction chimigue libre ;

- dans une troisiéme dSlape appelde couplage, on fail réagir un deuxiéme monomeére M2

ou oligomére M2, portant au moins une fonction chimigue libre et au moins une fonction
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chimique protégée par un groupe protecteur GP3, de maniére & ce que sa fonction
chimigue libre forme, par réaction avec ladite fonction libre dudit premier monomere Mt
ou oligomére M1, une liaison covalente, créant ainsi une nouvelle molécule formée par
ledit monomeére M1 ou oligomére M1, fixé par sa premigre terminaison sur ladite molécule
d’ancrage, et ledit monomsére M2 ou oligomére M2, fixé sur une autre de ses
terminaisons, ef ledit procédé étant caractérisé en ce gue ladite molécule d'ancrage
comporte une chaine polyeléfine ou un oligomérs de polyoiéfing ou un polyalcéns, avec
au moins 5 unités de monomaéres, et de préférence entre 10 et 50 unités de monoméres,
ladite chaine polyoléfine étant une chaine ramifiée, et de préférence une chalne de
polyiscbutane.

Ainsi, on peut ajouter par couplage un niéme monomére Mn ou oligomére Mn; ce

procédé permet de synthétiser des macromolécules.

Le procédé comprend au moins une étape dans laguelle ladite macromolécule fixée sur
ladite molécule d'ancrage est séparde du milisu réactionnel par la technigue d'exdraction
liguide-liquide dans un solvant organique apolaire avec un solvant polaire {ou un mélange
de solvant polaire) immiscible. Le véritable défi st done de conserver ia solubilité
sélective du monomeére ou oligomére M1 ancré aprés les réactions de déprotection et de

couplage par rapport aux sous-produits desdites réactions.

C'est le caractére ramifié de la chaing polyoléfine de la molécule d'ancrage qui confére &
cefte derniére son excellente solubilité dans des solvants apolaires et sa trés faible
solubilité dans des solvants polaires, qui sont nécessalres pour permstire une séparation

de ia moléoule d'ancrage du milieu réactionnel par extraction liquide-liquide.

Le procédé peut comporter une Slape dans laquelie ladite macromolécule est fotalement
déprotégée. Aprés le couplage du dernier monomére ou oligomeére, on procéde &

P'élimination des groupes profecieurs de la macromoléoule.

Lesdites unités de monosaccharides ou dérivés de monosaccharides sont notamment des
dérivés de pentoses {ef notamment des nucléosides) ou d'hexoses. Parmi les pentoses
on peut citer par exemple les nucléosides, tels que les C-nucléosides, les nuciéosides
acycligues, les nucléosides carboxyliques, les imine-C-nucldosides, les nucidosides ayant
des bases mcdifiées ;| toules ces molécules dolveni étre ulilisdes sous une forme

convenablement protégée. D'autres dérivés de monosaccharides utilisables sont les
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osamines (sucres aminés), tels qus la glucosamine, la galactosamine, la mannosaming,

fa méglumine,

La liaison enire deux unitds successives est une liaison de type osidigue (st de
préférence de type glycosidique ou de type phosphorylé (notamment de type ose-1-
phosphate) ou de type glucidigue ou de type N-hétéroside ou de type S-hétéroside.

Dans un mode de réalisation du procédsé, certaines des unités U peuvent ne pas étre des
monosaccharides ou des dérivés de monosaccharides. En particulier, ces unités U

peuvent &ire sélectionndes parmi les acides amings et les lipides (dérivés de lisopréne).

Ladite molécule d’ancrage présente avantageusement une masse moléculaire moyenne
en masse comprise entre 300 et 20 000, et de préférence entre 500 ef 15 800. Sa chalne
polyoléfing est un oligomsére ou un polymére constrult & partir de monomaéres qui sont de

preférence identigues.

Dans un mode de réalisation avantageux, ladite chaine polyoléfine ou oligomére de
polyoléfine ou polyalcéne a @ obtenue par polymérisation dun monomére. Ce

monomére est avantageusement biosourcé.

Dans un mode de réalisation parliculier, ladite chalne polyoléfine ou oligomére de
polyoléfine ou polyaicéne comprend un nombre de liaisons carbone-carbone insaturées

ne dépassant pas 8 %, et de préférence ne dépassant pas 3 %.

Un deuxiéme objet de Pinvention est Tutilisation d'un procédé selon Fun quelcongue des
modes de réslisation de lwention pour la synthése d'oligonuciéolides ou

d'oligesaccharides.

Dans le cas d'oligonuciéctides, 'unité monomérique est typiquement constituée d'un
nucléoside {(ou d'une chaine doligonuciéatide) phosphorylé convenablement protégé
{schéma 1). Cetlle unité va réagir avec Palcool en position § d'un nucléoside {ou dune
chaine d'oligonuciéotide) convenablement protégd sur la base nucléique et/ou en position
2 du sucre et ancré en position 3’ sur un support liguide.

{Chem 1]
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Schéma 1
Dans e cas d'oligosaccharides, unité monomérique est typiquement constifugée d'un
ghveosy! donneur {ou d'une chalne d'oligosaccharide) convenablement protégée ou non o
porteuse d'un groupement Z, en position anomérique, gui peut élre sans sy limiter un
heémiacétal cyclique, un acétate, un thioglycoside, un phosphate ou un imidate. La
fonction alcool d'un  glycoside acceptsur {ou dune chalne d'oligosaccharide}
convenablement protégé ou non et ancré sur un support liquide va réagir avec la dite

unité monomérigue (schéma 2},

[{Chem 2]

Z = imidate, phosphate, thioglycosids. ..
3P = groupe protecteur lemporaire

Y =0, 8, NH-NH

= molécule d'ancrage ou dérivé de PIB

Schéma 2

D'une manidre générale, le procédé selon Pinvention peut glre mis en muvre avec des
unités identiques ou différentes. A iitre Jdexemple, on psuyl ainsi synthéliser un
oligosaccharide qui est un homopolymére, c'est-d-dire qul est constitué d'unités de
monosaccharide identiques. On peut aussi synthétiser un oligosaccharide & partir d'unités
de monosaccharides différentes. On peut également utiliser des unités qui sont des
disaccharides, des trisaccharides ou des oligosaccharides plus longs.

De méme, on peul synthéliser des oligonuciéotides a partir d'unités de nucléoside

phosphorylé {ou oligonuciéotide) identiques ou différentes.

A titre d'exemple, pour préparer des cligonuciéolides, les nucléosides 3'(2-cyanoédthyl-
N N-dialkyiphosphoramidite} ou les nuciéosides 3'-(H-phosphonates) ou les nucléosides

phosphates (di ou triesters), peuvent élre utilisés. Dans la synthése d'oligosaccharides on
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peut utiliser des ghycosyls donneurs convenablement protégés ou non. Dans les deux cas,
on applique les réaclions de couplages connues de 'homme du métier,

Le procédé selon linveniion permet aussi de synthéliser des polysaccharides mixies
comportant des unités de monosaccharide et des unités de nuciéotide,
Le procéds seion linvention permet également dintroduire dans 12 macromolécule des

unités qui ne sont ou ne comprennent ni des oligosaccharides ni des oligonuciéotides.

Une caractéristique essentielle du procédé selon Pinvention est Putilisation de molécules
d’'ancrage ou molécules solubilisantes ou matrices d'ancrage. Elles doivent élre solubles
dans un solvant apolaire. Elles sont constituées d'une chaine polyoléfine ayant au moins
5 unités de monoméres, et de préférence entre 10 ef 50 unités ; ce sont des polyoléfines
ou oligoméres de polvoléfines ou polyalcénes. Avantageusement, les molécules
d'ancrage sont fonclionnalisées & au moins Tune de leurs extrémités pour permetire la
profection ou ia fixation de Punité de monomare {(ou cligomears) initiale.

Ladite molécule d'ancrage peut comprendre dans chacune de ses unilés des groupes
alkyles identiques ou non, qui sont de préférences sélectionnées dans le groupe formé
par jg méthyle et Péthyle. Ladile chaine polycidfine présente avantagesusement une
masse moléculaire moyenne en masse comprise entre 300 et 20 000, et de préférence
entre 500 et 15 000. Ladite chaine polyoiéfine peut comprendre un nombre de liaisons
carbone-carbone insaturées ne dépassant pas § %, et de préférence ne dépassant pas 3
%. De préférence il 8'agit dune chalne de polyisobuiéne (en abrégé PIB). Le schéma 3
mentre cerfains PIB ulilisables dans le cadre de linvention; dans ces formules, X
représente un espaceur qui porte la fonction voude 4 réagir avec la premiére unite Ut de
fa macromolécule pour réaliser 'ancrage sur le support fiquide.

fChem 3]

PlB/i\’X’ ?%Ex)‘(
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nictionnalisé

‘.}/’:/‘;,
‘:'1 o
)8
¢ .
)
I/

i
i
L3}
/}

- . K=
n= {0880 =18 fo
Schéma 3
Le procédé selon Finvention permet d'accéder a des macromolécules de haute puretd. Ce

procédé induit un factewr E (facteur environnemental) avantageux du fait que les

purifications se font par la technigue dexiraction liquide-iiquide, avec des guantiiés de
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solvant raisonnables, ce qui permet de minimiser les étapes de purifications par colonnes
de chromatographie ; engendrant, en conséquence, des €conomies financiéres, Ainsi,
des réactions permeitant de dériver des sous-produits solubles dans des solvants

apolaires peuvent étre effectuées avant 'eddraction liquide-tiquide.

Dans un mode de réalisation particulier, ladite molécule d'ancrage comporte une chaine
polyeléfine {ou est une chalne polyoléfing) terminée par au moing un groupsment
sélectionné dans le groupe (espaceur) formé par une chaine aliphatique (ramifiée ou non

et insaturée ou non), un (hétéro)oycle etfou un (hétérojaryie (substiiué ou non).

Dans un mode de réalisation avantageux, la masse moléculaire moyenne en masse des
molécules d'ancrage, hormis leur fonclionnalisation ferminale, est comprise entre 300 et
20 000, et de préférence entre 500 of 15 000, Au-deld d'une masse moléculaire moyenne
en masse denviron 20 000, ces molécules peuvent présenter une viscosité frop grande,
ce qui risquerait de Hmiter leur solubliité dans les solvants organiques.

Certains dérivés de PIB utilisés dans le cadre de la présente invention sont disponibles
dans le commerce en tant que ligands pour la calalyse homogéne. A titre d'exemple, on
peut utiliser le 2-méthyl-3-[polyisobutyt (12)lpropansl (masse moléculaire moyenne en
masse 757, v compris [a fonctionnalisation terminale) ou ie 4-[polyisobutyl{18}jphénoi
{masse moléculaire movenne en masse 1104, v comprig {3 fonctionnalisation {sminale)
qui sont distribués, respectivement, sous les références 08-1037 et 08-1048 par la société
Strem Chemicals. Ces deux molécules sont des dérivés de polyisobuténes dont la chalne
est terminde, respectivement, par un groupement -CHxC{CH(H)-CH:-OH (e
isopropanst) et par un groupement ~-CHa-C{CHaj-CsHe-CH (ie. phénol).

Selon une caractéristique de Pinvention, les molécules d'ancrage agissent comme des
groupes protecteurs, des fonctions alcools etou de toutes aulres fonclions nécessifant
d'étre inertes dans les conditions du procéds qui fait Pobiet de 1a présente invention.

Dans le cas de la synthése d'oligonuciéotides, la fonction alcool en position 3 du
ribose/désoxyribose etfou une amine de la base nucléique peuvent élre masquées,
simultanément ou non, avec au moing un groupe profecteur solubilisant.

Dans le cas de la synthése d'oligosaccharides, la fonction anomérigue initiale est ancrée

{protégee} avec un groupe protecieur solubilisant.
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Ces dérivations permettent la solubilisation des monoméres et des ofigomeres dans des

solvants apolaires tels qus le cyclohexane, Mheptane(s) ou 'hexane(s).

Selon une aulre caractéristique de {'invention, Tutilisation de molécules d'ancrage solubles
dans des solvants organiques comme décrit ci-dessus (ef plus particuliérement futilisation
de polyoiéfines), et insoluble dans certains solvants polaires (tels que Teau etiou Péthanol
gtfou 'acétonitrile), facilite la purification des monoméres of des oligoméres ancrés par

simple extraction lquide-liquide ou simple filtration sur silice.

Selon encore une aulre caraciéristique de Vinvention, on utilise des molécules d'ancrage
disponibles dans le commerce, ou encore des molécules d'ancrage synthétisables de
fagon simple et directe & partir de précurseurs disponibles dans le commerce, notamment
certains dérivés de polyiscbuténes. En d'aulres termes, les groupes protecieurs
classigues peuvent é&ire liés su PIR, fels que les dérivés benzyle, silyle ou acide
carboxyliqus.

Le schéma 4 ci-dessous présente guelques structures, non exhaustives, capables de

jouer le réle de groupe protecteur dans la synthése d'oligonucléctides.

{Chem 4]
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Schéma 4

Le schéma 5 ci-dessous présente guelques structures, non exhaustives, capables de

jouer Ie rble de groupe protecteur dans la synthese d'oligosaccharides.

{Chem 5]
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Schéma B

Selon encore une aulre caraciéristique de Finvention, on fixe le monomeére (ou oligomeére)
S initial & la molécule d'ancrage selon des réactions connues en fonction des fonctions
chimigues dans un solvant approprié, tels gue des mélanges de solvants (halogénés ou

non), et & une température comprise entre - 50°C et 150°C.

Sslon encore une autre caraciéristique de linvention, les fonctions chimiques du

18 monomeére (ou oligomeére), incompatibles avec ce procédé, peuvent &fre temporairement
masquées par des groupes protecteurs appropriés tels que le fert-bulyldiméthyisilyle
{abrégé TBDMS ou TRS), le diméthoxyirityle (abrégé DMTr) ou tout autre groups
protecteur compatible avec le présent procéds.

i3 Selon encore une aulre caractéristique de linvention, aprés V'élape de déprofection, les
groupes protecteurs peuvent éfre dérivés, de préférence jn sifu, pour former des
composés solubles dans un solvant polaire (ou un mélangs de solvant polaire). Ainsi, le
monomere (ou oligomére) ancré sur un dérivé de PIB dont Palcool primaire est protégé
par un groupe fritvie est clive en milieu acide en présence d'un agent piégeant

20 ({scavengers) du carbocation correspondant {frityle) permetiant de le rendre soluble en
phase agueuse {ou polaire). Les agenis piégeants du carbocation irityle comprennent
sans s’y limiter Pacide thioglycolique, Pacide 3-mercapioproprionique, Vacide 3-mercapto-
1-propanesulfoniqus, la cystéine cu Facide thiomalique (ou acide mercapiosuccinique).
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Selon encore une autre caractéristique de Pinvention, ladite molécule d'ancrage réagit
avec un premier monomére {ou oligomére) convenablement protégé, conduisant & une
fiaison covalente, telie quune fiaison ester ou O-glycoside, entre ces deux espéces

moléculaires.

Seion encore une autre caractéristique de linvention, les monoméres ayant des fonctions
chimigues incompatibles avec les conditions réactionnelies du cycle d'élongation {ou
itération) peuvent &lre lemporairement masquées par un groupement profectsur
solubilisant. Dans ce cas, selon la longusur de la macromolécule cible, les fonctions
chimigues peuvent étre masquées par un ou plusieurs groupes protecteurs solubilisant st
par un ou plusieurs groupes protecteurs classiques {els que : le benzoyle, lacélyle, le fert-

butylediméthylsilyle.

Selon encore une aulre caractéristique de finvention, le procédé de synthése de
macromolécules est opéré en utitisant des unités de monoméres (ou oligoméres) lides &

une molécule d'ancrage comme point de départ.

Dans le cas de la synthése d'oligonuciéotides, le premier cycle d'élongation commence
par une déprotection sélective en milisu acide et en présence d'un agent piegeant, sl
s'agit d’'un dérivé trityle, du groupe protecteur en position § du nucléoside ancré.

Dans le cas de la synthése d'oligosaccharides, le premier cycle d’élongation commence
par une réaction enfre un glycosyl donneur convenablement protége ou non el un
glycoside ancré et déprotégé sur la fonction alcoot qui va élre engagée dans la réaction.
L& aussi, st le groupement protecteur est un dérivé trityle, il est déprotégé en milieu acide

an présence d'un agent piégeant.

Selon encore une aulre caractéristique de Finvention, lintégration d'une unité {ou
itération) de monomére nécessite plusieurs élapes.

Dans le cas de la synthése d'oligonuciéotides, deux étapes sont nécessalres il s'agit de
nucléosides phosphate (couplage et déprotection de ['aicoo! en position 5, et trois
étapes 8'il s'agit de nucléosides phosphoramidites ou H-phosphonates (couplage,
oxydation et déprotection de ['alcool en position 57},

Dans le cas de la synthése d'oligosaccharides, deux &apes sont nécessaires {couplage

at déprotection).
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Selon encore une autre caraciéristique de linvention, fadite macromolécule est formée de
n unités de monomeére dont une fonction chimique ast lide sur une molécule d'ancrage.
Au cours du déroulement du procédé, la chaine d'cligomére grandit par élongation {ou
oycle) successive ou itération, et pendant chacune de ces élapes on agjoule une unité de

monomére ou oligomére, & 'exrémité de Palcoot libre.

Salon encore une autre caractéristique de Vinvention, on peut utiliser dans ladite chaine
doligoméres des monoméres {ou oligomarss) naturels e¥ou non nalurels ebiou

synthétiques.

Selon shcore une autre caraciéristique de invention, on peut utiliser dans Ia ladite chaine
d'oligoméres une ou plusieurs unités d'analegues de monomeéres (ou d'oligoméres)
convenablement protégées tels les monoméres morpholing-phosphorés  ou  les

monoméres N-Acéiyl monosaccharides.

Selon encore une autre caractéristigus de linvention, au moins une &lape dans laguelle
ladite chaine d'oligomére est pwifiée du milieu réactionnsl par extraction dans un solvant
organique apolaire non miscible 3 Peau (ou non miscible & un mélange eau/éthanct ou un
mélange eau/acétonitrite) ou par filtration sur silice. Comme solvant organique apolaire on
préfére les hydrocarbures ne comportant que des alomes de carbone et d'hydregéne, tels
gue les alcanes linéaires, les alcanes ramifiés et les cycloalcanes, el on préfére en

particulier le cyciohexane, les heptanes of les hexanes.

Selon encore une autre caractéristique de Pinvention, le procédé permet d'oblenir des
oligoméres de haute puretd, aprés déprotection tolale et décrochage des molécules
d'ancrage, pour 8ire utilisés selon leur destination, par exemple en tant que principe actif

pour des essais précliniques, des scins clinigques ou toutes aulres applications.

Selon encorz une autre caractéristique de linvention, les molécules d'ancrage peuvent

étre réutilisées (recyclées) dans le procédé selon Pinvention.

Selon encore une aulre caractéristigue de linvention, les solvanis d'extraction peuvent

&ire réutilisés (recyclés) dans le procédé selon Uinvention.

Le procédé selon Pinvention peut &lre automatisé etfou réalisé en chimie de flux.
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Description détailiée

Dans la présente invention, les termes ci-dessous sont utilisés avec la signification
suivante, qui est en accord avec [z terminologie de PUnion Internationale pour la Chimie
FPure et Appliquée (IUPAC), et d'éventuels aulres termes ulilisés doivent également étre
compris fels que définis par IUPAC.

Le terme « giucide » {en anglais « carbohydrate ») comprend les monosaccharides, les
oligosaccharides et les polysaccharides ainsi que les composés dérivés des
monosaccharides par réduction de la fonction carbonyle (notamment de la fonction
aldéhyde ou cétone}, par oxydation d'au moins un groups fonctionnel 2 'exdrémite de la
chaine en acide carboxylique ou par remplacement d'un ou plusieurs groupes hydroxyle
par un atome d'hydrogéne, un groupe aming, un groupe thiol ou par tout alome similaire.
Ce terme inclut également les dérivés de tels composés.

Le terme « monosaccharide » désigne le monomére des glucides.

Le terme « glvcosylamines signifie un composé dans lequel un glucide est lié & un
groupement amine en position anomériqus.

La terme « nucléoside » désigne un dérivé de type ribosyl ou déoxyribosyl de cerlaines
bases de type pyrimidine cu purine, et plus précisément des giycosylamines constituées
d'une base nucléigue lide 3 lalome de carbone anomérique d'un résidu de pentose,
généralement du ribose (ribonuciéoside) ou du désoxyribose {désoxyribonucidoside), par
une ligison glycosidique depuis 'atome d'azote N' d'une pyrimidine ou 'atome N°® dune
purine.

Le terme « nucléotide » désigne une moldcule organique qui est 'élément de base d'un
acide nucléique tel gue FADN ou PARN; cette molécule est composée d'une base
nucidique, d'un ose a cing atomes de carbone, et enfin d'un a trois groupe phosphate.

Le terme « groupe pretecteur » désigne une molécule utilisée pour la protection réversible
d'un groupe fonctionnel pendant une réaction chimigue pour rendre ledit groupe
fonctionne! non réactif dans ledit processus de réaction chimigue qui aurait transformé
ledit groupe fonclionnel non protégé.

Le terme « groupe fonctionnel » signifie un atome ou groupe d'atomes qui peut réagir
avec dautres groupes fonclionnels. Des exemples de groupes fonctionnels sont les
groupes sulvants :  aldéhyde, acide carboxylique, acide phosphorique, acide
phosphonigue, acide sulfonique, amine (primaire ou secondaire), cétone, halbgénure
d'alkyle, hydrazine, hydroxylamine, hydroxyle, isocyanate, isothiocyanate, thiol

Le terme « macromolécule » désigne une molécule de masse moléculaire élevée congue
a partir d'une succession d'unités de faible masse moléculaire. Ces unités peuvent élre

enchainées individuellement et successivement pour former une chaine ; on peut aussi
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coupler un oligomeére comportant plusisurs de ces unités. Dune maniére généraie ces
unités peuvent étre identiques ou différentes. Les macromolécules peuvent étre d'origine
synthétique, biclogigue ou une combinaison des dewx. Elles peuvent comprendre un ou
plusieurs groupes fonctionnels. Le terme « macromolécule » tel guutilisé il comprend les
polyméres ; dans le cas d'un polymére, ladite unité est appelée un monomére.

Le terme « polymére » désigne une macromolécule comprenant des unités structurales
répétitives, cest-a-dire des monoméres, reliés par des liaisons chimiques de maniére
lingaire, circulaire, ramifiée, réticuide, dendrimérique ou une combinaison de ceux-cl. |l
est entendu qu'un polymére peul par exemple également comprendre au moins un
groupe fonctionnsl, Un polymére est appeld « homopolymére » sl le polymére est
composé des mémes monoméres et est appelé « copolymere » si le polymere est

compose de monomeéres différents.

Selon une caractéristigue de Vinvention, qui sera décrite en plus grand détail ci-dessous,
fes molécules d'ancrage ou groupes profecteurs solubilisant ou matrice d’ancrags sont
des polyoléfines, ou plus précisément des cligomares de polyoiéfines (les polyoléfines
stant appelées aussi polyalcénes) of leurs dérivés, c'est-a-dire qu'ils portent au moins un
groupe fonctionnel.

Dans un mode de réalisation préférd, e procédé selon Vinvention utilise des polyoléfines,
ou plus précisément des oligoméres de polyoléfines (les polyoléfines étant appelées aussi
polyalcénes), st lsurs dérivés comme molécule d'ancrage ou groupement protecteur ou
matrice d'ancrage, de plusieurs groupes fonclionnels de divers monoméres, au moins
monofonctionnelie, iés par une Haison covalente {ester, amide, éther, thiosther ou foutes
autres fonctions chimigues adéquaies), rendant le nouveau dérivé monomeérigue soluble
en phase liguide apolaire. Les molécules de polyoléfines comprennent une chaine
d'atomes de carbone reliés par des liaisons simples. Elles peuvent comprendre des
ramifications constifuées de groupements alkyles identiques ou différents, mais de
préférence identiques. De préférence, les polyméres sont constitués d'un nombre d'unilés
de monoméres dau moins 10 et de préférence compris enfre 15 et 80, Les
homopolyméres sont préférés mais, des copolyméres (saturés ou non) psuvent élre
utilisés. Dans le cas de polyméres ou copolyméres insaturés le nombre de lzisons
insaturées dans la chaine d'atomes de carbone ne dépasse avantageusement pas 5 %,
et préférentislierment ne dépasse pas 3 %.
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Dans un mode de réalisation préféré, il s'agit de dérivés de polyisobuténes (PIB), une
classe de polyméres connue depuls les années 30 du siécle demier, mais on peut

egalement utiliser des dérivés de polypropylénes.

Ces molécules d'ancrage emplovées dans le procéds selon Vinvention sont de préférence
sous la forme de dérivés fonclionnalisés. Les schémas 4 et § précédenis montrent un
certain nombre de dérivés de PIB avec leurs fonctionnalisations qui conviennent pour

Fexécution de la présente invention.

Selon une caractéristique de linvention, ces molécules d'ancrage sont lides & une unité
de monomere {ou oligomeres), par une liaison covalente telle qu'amide, éther, thiodther,
ester thicester, sulfonyihydrazide ou acylhydrazide (liste non exhaustive). Cela suppose
gue les dérives de PIB engagés soient convenablement fonctionnalisés. Cetie
fonctionnalisation des molécules d'ancrage est en régle générale en position terminale,

c'est-a-dire de préférence a 'une des exirémiiés de la chaine d'atomes de carbone.

Selon finvention, les monoméres (ou oligomeéres) multifonctionnelles peuvent éire
fonctionnalisés avec des dérivés de PIB via une laison covalente, sous la forme d'esler,
d'éther, de thicéther, de thicester ou toutes aufres fonclions chimigues compatibles avec
le présent procéde. Cela revient & jousr un rdle de groupement protecteur solubllisant des
monoméres {ou oligoméres).

Les oligoméres de polyoléfines uliliséss comme molécules d'ancrage sont typigquement
caractérisés par une masse moléculaire moyenns en masse, mais on peut galement
utiliser des oligomeres « purs » qui comportent des molécules identiguss d'une longusur

de chaine donnée,

La réaction enire la molécule d’ancrage et le monomeére (ou oligomére) conduit & une
nouvelle molécule dont |a solubilité dans Peau est faible (< 30 mgfmi).

Selon une autre caractéristigue de Finvention, la fonctionnalisation du PIB, par des
réactions chimiques, conduit 3 diverses structures moléculaires, susceptibles de jouer s
réle de groupements protectsurs solubilisants, d'une molécule (ou intermédiaire) d'intérét,
au moins bifonctionnelle, lors d'une synthése multi-étapes. Il est sous-entendu que le
groupe protecteur est i aussi au moins monofonctionnsl. Dans le cas conlraire, la

fonction chimigque non impliquée dans la liaison entre e dérivé de PIB el 1a molécule (ou
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intermédiaire} d'intérét dolt élre inerte ou convenablement protégés, pour éviler tous

produits parasites ou réactions secondaires.

Selon une autre caractéristique de linvention, ies fonclions chimigues du monomaérs {ou
de I'oligomeére} non impliquées dans la liaison covalente avec le derivé de PIB,
directement ou non, doivent élre passives cu convenablement protégées, pour éviler la

formation de produits indésirables.

Dans un aspect supplémentairs de linvention, la molécule issus de la réaction entre le
deérivé de PIB et un monomére (ou oligomeére), via la formation d'une liaison covalenie,
directement ou non, est caraciérisée en ce quil a une faible solubilité dans Peau (< 30

mg/mi). C'est en ce sens que le dérivé de FIB agit comme une moléoule solubilisante.

Selon une aulre caractéristigue de Pinvention, 1a molécule issue de la réaction entre e
dérivé de PIB ef un monomére (ou oligomére), via la formation d'une Haison covalente,
directement ou non, est caraciérisée en ce que le dérivé de PIB augmente de maniére
significative la solubiliié du monomére {(ou cligomére} dans des solvanis apolaires
{eyclohexane, heplane(s), hexane(s) ou des solvants aromatiques) ou toutl autre solvant
adéquat. Ainsi, le nouveau dérivé monomérique {ou oligomérique) a une solubilité
sélective {un haut coefficient de pariage) pour un solvant apolaire lors d'une extraction
liguide-iquide {en présence deau ou dun mélange eauw/éthanol ou  encors

eau/acatonitrile), rendant le processus de purification simple, rapide et peu colieux.

La réaction de protection entre g dérivé de PIB &t un monomeére {(ou ofigomére), via Ia
formation d'une liaison covalents, directement ou non {(espaceur), s'effeciue dans tout
solvant ou liquide inerte qui psul dissoudre les reacltifs, a une {empéralure appropriée.
Les solvants applicables, purs ou en mélanges, comprennent, sans gy limiter, les
hydrocarbures halogénés ou non. Les solvants préférés sont le dichlorométhane et le

toluéne (ssul ou en présence de N-N-diméthylformamids).

Selon les fonctions chimigues libres du monomére {ou de Toligomeére) et la molécule
d'ancrage, diverses réactions chimigues sont possibles. La formation du nouveau dérivé
de monomére ou d'oligomeére peut donc étre réalisés selon foutes les méthodes connues
de homme du métier. A titre d'exemples, non exhaustifs, les réaclions applicables
comprennent les reactions d'estérifications, les réactions d'amidations ou les réactions

d'éthérifications.  En conséquence, les conditions réactionnelies  (solvani(s),
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température(s), concentration(s), durée(s)) doivent éire adaptées pour chaque réaction de

protection.

Selon ia nature chimique de ia liaison entre le monomére (ou [oligomére} ot la molécule
d'ancrage, les élapes de déprotections pourront étre réalisées en utifisant des conditions
réactionnelies connues par homme du métler. Sans étre exhaustif, on peut citer la
saponification, 'hydrolyse, Phydrogénolyse. Plus précisément, e procédé de solubilisation
d'un monomere {ou d’'un cligomere) convenablement prolégé(s) et ancrés, via une liaison
covalente, selon FPinvention, est caractérisé en ce gu'on le solubilise dans un solvant
organique. C'est en ce sens que la molécule d'ancrage agit comme une molécule
solubilisante of un groupe protecteur d'une fonction chimique du monomére (ou dun

sligomére).

Le monomera (ou oligomére), convenablemsnt protége et lie a une moldculs dancrags
de facon covalenie (de diverses natures), est caractérisé en ce gue sa solubilité dans
Peau est faible (< 30 mg/mi). C'est en ce sens que e matrice d'ancrage agit comme une
enfité solubilisante. Cetllte dérivation augmente de maniére significative la solubilite de ks
nouvelle molécule & tel point guelle devient soluble dans des solvants organiques
apolaires. En conséguence, les monomeres (ou oligoméres) ancrés sur un dérivé de PIB
oni un haut coefficient de partage (solubilité sélective {ou disiribution sélective)) pour Ia
phase organique apolaire lors d'une extraction liguide-liquide en présence de cyclohexane
ou heplana(s; ou hexane(s) el deau ou dun mélange eawéthanol ou encore

eau/acélonitrile, permettant ainsi une purification simple et rapide.

La présente invention ouvre ia possibilité de synthése convergente d'oligoméres longs,
qui peut 8tre realisée en utilisant au moins deux fragments d'oligomeres convenablementi

protéges, dont un au moins est ié 2 une molécule d'ancrage.

Le schéma réactionnel 8 ci-dessous montre une séquence compléte pour produire un
oligonuciéotide. Plus précisément, dans une premiére dlape appelée ancrage, uns
premiére unité de monomeére (en f'occurrence un dérivé de désoxyribose) protégée par un
groupe protecteur {en loccurrence e DMTr) est fixée sur une moiécule de support liquide
seion Vinvention | le produit obtenu est purifidé par extraction liguide-liquide. Dans une
deuxieme elape appelée déprotection, le groupe protectsur (DMTY) est 6ié et piégé en
milieu acide en présence d’un scavenger et le produit obtenu est purifieé par extraction
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liquide-liquide. il est préférable de réaliser ancrage st la déprotection (avec piégeags)

sans isolation de Falcool protégé intermédiaire.

{Chem 8]
DMTO Baset
o ASE
O X
HO i
o Base HO—3
Ancrage pufs extraction
3
9 X DMTTO Base™
HO-P=0 T ——— O
5 T ~
p Hase “x\ PN N,
7 \
HO X1 ,5 \\
Déprotectiog globale Déprotectioy puis extraction

{ 3

i ' 1

s" 3

DO HO
Base™ o
o o Base

RD-—?WO
O o Base e DMTEO o
et it o o Base™
Couplage oy
O X couplage/oxydstion .
pesis extraction PO X

X=H, OT8S, OTOM
Xi=H, OH
R = ¢yanosthyle ou aromalique

(v

Schéma § : Synthése d'oligonuciéctides.

Apres ['elape de déprolection, les groupes prolecteurs peuvent étre dérivés, de
préférence i sifu, pour former des composés solubles dans un {ou mélange de) solvant
¢ polaire. Alnsi, le monomére (ou oligomére) ancré sur un dérivé de PIB dont alcool
primaire est protégé par un groupe fritvie est clivé en milisu acide en présence d'un agent
piggeant (scavenger) du carbocation correspondant (frityle) permetiant de le rendre
soluble en phase aqueuse {ou polaire). Les agents piggeants du carbocation tritvie
peuvent avaniageusement é&lre sélectionnés dans le groupe formé par: lacide

15 thioglycolique, 'acide 3-mercaptoproprionique, 'acide 3-mercapto-1-propanesuifonique, la
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cysiéing, Vacide thiomalique, lacide mercaplosuccinique. Un exemple de celle
déprotection ast raprésente sur le schéma 7 ¢i-dassous.

{Chem 7]
DTG - HO., . S
. Base e Basa ™", . & %
R ?H C} OCA Q. N el \'%w 4
HO o S THF, Ha0 "
* ﬁ' h o m@g\“\;-“«w * 3
X s {0 X s
HO
Soluble dans ez solvants pulaires
) {Ean, cawdihansl ou eanfacdiontrile)

Schéma 7 Déprotection d'un groups protecteur DMTr

Dans une troisieme étape appelée couplage/oxydation {(sulfuration), on infroduit une
10 deuxiéme unité de monomeére {en Foccurrence un dérivé phosphorylé de ribose) protégée
par un groupe protectsur {en Vocourrence le DMTr). Dans le cas de la chimie des
phosphoramidites, la réaclion de couplage s'effectue en présence de {étrazole ou tout
aulres réactifs appropries (benzyithio-1Hslrazole (BTT), 4,5-dicyancimidazole), suivie
d'une réaction d'oxydation (acide métachicroperbenzoigue (MCPRBA), iode 2-butanone

o
.25

peroxyde). On oblient ainsi un dinucléolide ; les réactifs st produlls secondaires sont
séparés par exitraction.

Dans une quatridme étape appelée déprotection générale, ce dinuciéotide, qui est encore
fié & {a molécule de support liquide selon linvention, peut élre déprotégé puis détaché de
ce support. Alternativement, il peut entrer dans un nouveau cycle pour Pajout d'une

20 troisieéme unité, ef ainst de suite.

Le schéma réactionnel 8 ci-dessous montre une séquence compléte pour produire un
cligosaccharide. Plus précisément, dans une premiére élape appelée ancrage, une
premiére unité de monomére (en I'ocourrence un dérivé d'hexose) protégés ou non par un
25 premier groupe protectsur, plus résistant (GP) &t par un deuxiéme groupe protecteur ou
non, plus labile, dit temporaire {GPY) est fixée sur une molécule de support liquide sur ia
position anomérigue selon Pinvention ; ce composé est purifié par extraction. Dans une
deuxiéme étape appelée déprotection sélective, ledit deuxiéme groupe protecteur (GPY

est enlevé puis le composé est purifié par extraction. Dans une troisiéme étape appelée

43
&

giycosylation, une deuxiégme unité de monomére {(en 'occurrence un dérivé de glycosyl

donneur protegé ou non) sst ajoutée et couplée 3 ladite premigre unité pour former un
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disaccharide ancré ; les réaclifs ef produils secondaires sont éliminds par extraction
liquide-liquide. Dans une quatriéme &tape appeiée déprotection globale, ce disaccharide
est déprotéqd puis séparéd du support liquide. Alternativernent, i peut entrer dans un
nouveau cycle, aprés déprotection sélective d'un groupe fonctionnel, sl v a fieu, pour

initier un nouveau cycle, et alnsi de suite.

{Chem §]

% Anmge puis exfraction

GPO
A

GP@‘QM&Q‘.\‘"

l Déprofection puis extraction

GPO
o R

T
o € N (S

GRO Bfoersesa O !«ﬁ'wié* /» \{ QP{@LMM
DO GPO ¥ z
HQ""‘S—*"“% YQ MQ \,@Y*“N\; ) § X )
M i Giycosyiationpuis sxfraction
O g ;

Déprotectionglobale /
N\,

".

%‘b
~ GRG
HQ‘\L‘:’TS&fm\ 0
A\
Ot oy

Schéma 8 : Synthése d'oligosaccharides.

Parmi les molécules d'ancrage, on préfére celles qui sont susceptibles d'étre fabriquées
par une technique de polymérisation & parlir de monoméres simples. Tel est le cas des
polyisobuténes (PIB), qui représentent un type de molécules d'ancrage particulisrement
préféré. Le monomére des polyisobuténes, 3 savolr Uisobuténe, peut éire fabrigué de
maniére industrielle & partir de matiéres premiéres biosourcées, et les PIB peuvent éfre
préparés & partir de lisobuténe biosourcé par simple polymérisation. Ainsi, ia présente
invention peut é&tre mise en ocsuvre avec des moléoules d'ancrage biosourcées, et
notamment avec du PIB biosource,
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Le concept de la teneur biosourcés est définidans la nomme IS0 16620-1 :2015
« Plastiquss ~ Tensur biosourcée — partie 1: Principes généraux », notamment par une
définiion des fermes « polymére synthétigue biosourcé », «tenewr en polymére

synthétigue biosourcé », «teneur en carbone biosourcé » ef «iensuwr en masse

biosourcée », ainsi que dans les normes IS0 166820-2 2015 « Plastiques — Teneur

binsourcée — partie 2 : Détermingtion de la leneur en carbons biosourcé » et 180 16620-3
2015 « Plastigues — Teneur biosourcés —~ parltie 3 : Détermination de la teneuwr en
polymére synthétique biosourcée », pour les méthodes de détermination ef guantification

du caractére bipsourcé,

Avantageusement, les molécules d'ancrage ulilisées dans le cadre de la présente
invention présentent une teneur en carbone biosourcé supéricure a8 80%, de préférencs

supérieure a 83%, et encore plus préférentieliement supérieure & 85%.

Le procéds selon Vinvention présents de nombreux avantages.

Un premier avaniage est qu'il permet d'obtenir des oligoméres liés a une matrice avec
uns bonne pureté par simple exdraction liguide-liguide dans un solvant organique apolaire
et deau ou d'un melange sawéthano! ou encore sav/acétonitrile ou par filtration sur silice,
provogquant 'éimination des sous-produils (sels, réactifs en exces ou toutes autres
espéces moléculaires) qui ne sont pas [iés aux dérivés de polyoléfines ou oligoméres de
polyoléfines ou polyalcénes. Des solvants organiques apolaires lels que le cyclohexans,
Fheptane(s), Thexane{s) qui ont des poinis éclairs < 15 °C, sont appropriés pour
solubiliser les dérivés de polyoléfines ou d'oligomeéres de polyoléfines ou polyalcénes
pendant Pextraction ou le lavage. Le procédé selon lNnvention permet donc de faciliter les

étapes de purification et de produire moins de déchets (effluents et phase stationnaire).

Un second avantage, particulierement intéressant, est la possibilité d'automatiser g
procédeé selon Finvention.

Un troisidéme avantage est la possibilité de recycler les solvanis d'exiractions ainsi que les
moléoules d'ancrage (polyoléfines ou cligoméres de polyoiéfines ou polyaicénes),
notamment & Péchelle industrielle. En effet, ces groupes profecteurs psuvent étre
facilemaent retirés en fin de synthése par des réactions habitusllement utilisées en

synthese organique (telles gue Phydrolyse, la saponification, hydrogénolyse ou toute
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autre réaction compatibie avec le présent procédé) et recyciés. Cedl prouve que le
procéde sselon linvention est en adéguation avec la chimie verte ou durable,
contrairement aux méthodes de production actusliies.

Un guatriéme avantage de Vinvention réside dans la possibilité d'accéder a des
oligoméres de grande taille, solt en modulant la taille de la molécule d'ancrags, soit en
s'orientant vers la synthése convergente, soit en introdulsant une ou plusieurs molécule(s)

d'ancrage sur des unités monomaeriques.

Un cinguiéme avantage est la possibiiité de contrdler la pureté de Poligomérs en cours de
synthése, a chague élape par les differentes techniques danalyses telles que la
spectroméairie de masse, la chromatographie en phase liquide & haute performance, la

résonance magnélique nucléaire du profon ou du carbone-13.

Un sixiome avantage est la possibilité de metire en csuvre, 3 'échelle industrielle, sans

gquipements onéreux.

Grace a leur haute pureté, les macromolécules produites par ce procédé peuvent étre
utilisées en tant que produits pharmaceutiques, produits cosméliques, produits
phytosanitaires ou produits agroalimentaires, ou pour accéder a Tun quelconque de ces

produils.

Encore un autre avantage est que les molécules d'ancrage préférdes, 3 savoir les dérivés
de polyisobuténe, peuvent élre préparés a partir de Pisobuténe biosourcé, comme cela a

&té expliqué ci-dessus.

Exemples :

Les exemples suivants illustrent iz synthése de ceriaines molécuies d'ancrage
fonctionnalisées, utilisables pour metire en teuvre le procédé selon linvention.

Sauf indication contraire, les dérives de PIB connues ont éte préparés a partir de
précursewrs el procédés décrits (Tetrahedron, 2008, 61, 12081) et de réactifs

commerciaux.

Exemple 1 procédure générale d' C-arylation
{Chem 8]
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Tol, DMF, 120 °C

A un mélange du dérivé de PIB-CH:-CH{CH:-CH-OMs {1 éguivalent) et du phénol (3
eéquivalents} dans un mélange toluene/AN-N-diméthylformamide (1/1) (0.1 M), a &té ajouté
du carbonate de potassium (5 équivalents) puis le milisu réactionnel a été chauffé § 120
°C pendant 18 h puls refroidie & température ambiante. Le milisu réactionnel a &ié exirait
trois fois au cyclohexane et au mélange acétonitrile/eau ou éthanolfeau (80110}, lavé a la
saumure, séché sur sulfate de sodium, filtré, concentré sous pression réduite et le résidy
est purifié par filiration sur silice, si nécessaire, pour condulre au dérivé C-aryle

correspondant.

Exemple 2 ¢
{Chem 10}

NV ¥ 38

L THF, EtOH \
G°Cata

J\/o NaBiH, ,J\/a s
Pig : NE"'A’:"\'w' Y 2R ‘\m \’:\\s.x’ ~SOH
/

Laldéhyde ancré (1 équivalent), a &té dissout dans un mélange tétrahydrofurans/éthanol
{11y {01 M) puis, refroidi & O °C pendant 5 minutes. Le borohvdrure de sodium (3
sguivalents) a &i¢ ajoutd au milisu réactionnel (par peliles portions} puis le mifieu
réactionnel a &ié agilé a température ambiante pendant 30 minutes. Le milicu réactionnel
a été concentré sous pression réduife puis, ont éé successivement ajoutés au résidu une
solution de soude 1N ef du cycichexane. La phase organique a ensuite &ié lavée a 'eau,
a la saumure, séchée sur sulfate de sodium, fillrée &t concentrée sous pression réduite

pour conduire & Palcool benzylique correspondant.

Exemple 3 ;
{Chem 11]

i ;
PEB/LVO \ﬁ%{fﬁ‘a SR Q“\»%F*‘\ {’é‘\‘
\'\ﬁfﬁ“ ‘k\f\ e

THF ta.

LU'ester méthylique ancré (1 équivalent) g 4&é¢ dissout dans un mélangs
tetrahydrofurane/DMSO/eau (8/1/1) (0.1 M). L'hydroxyde de lithium (3 éguivalents) est
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ajouté au milieu réactionnel puis le milieu réactionnel est agité & température ambiante
pendant 12 h. Le milieu réactionnel a été extrat trols fois au cyclohexane et lavé
successivement avec une solution d'acide chiorhydrique (1IN}, un mélange éthanclieau
(80/10), de la saumure, séché sur sulfale de sodium, filtré, concentré sous pression
réduite et le résidu est purifié par filtration sur silice, si nécessaire, pour conduire a Pacide

carboxyligue correspondant.

Exemple 4 :
{Chem 12]
PiB‘:N\;""\
?m*’{ \’E‘( Sy + 13\ w*\g-w“\L "y
L, o
\i}Me

A un mélange du dérivé de PiB-phénol {1 équivalent) ef de 4-(bromométhyhbenzoate de
méthyle (3 équivalents) dans un mélange foluene/N-N-diméthylformamide (V1) {01 M) a
&té ajouté du carbonate de potassium (5 Squivalents) puis le milieu réactionnel a été
chauffé a8 120 °C pendant 18 h puis refroidie & température ambiante. Le miliey
réactionnel a &8 exirail trois fois au cvcichexane et lavé successivement avec un
meélange acsionilrile/eau ou dthanolfeau (80/10), de 3 saumure, séché sur sulfate de
sadium, filtré, conceniré sous pression réduite et le résidu est purifié par filtration sur

silice, si nécessaire, pour conduire au dérivé O-aryle correspondant.

Exemple &
{Chem 13]

T rsetyiamme [0 o)
PiB” s\v’\t\ s \I /,\ i OH
\”i\or s Tol, 60 °C \\ C’“’\\ ’M\T\

A une solution du dérivé PiB-phénol (1 équivalent) dans le ioluéne (0,1 M), sous agitation
et & température ambiante, ont &té ajoutés anhydride succinique (2 équivalenis) puis, la
fristhylamine (3 équivalents). Le milieu réactionnel a été chauffé a 80 °C pendant 18 k
puis refroidi & température ambiante. Aprés ajoul dune solution d'acide chiorhydrigque
(1N}, fe milieyu réactionnel a &té exirail trois fois au cyciohexane et la phase organigue a

éte lavée successivement avec un mélange éthanolieau (80/10), de la saumurs, séchee
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sur sulfate de sodium, filirés, concentrée sous pression rédulle et I résidu est purifié par

filtration sur silice, si nécessaire, pour conduire & Pester correspondant.

Exemple 6.

{Chem 14]
\/ NO, K,COs « Oy
¢ ey TOVDME . B N
B~ ’\‘\:,‘-""?\\'Q.3 + §£ '{\\\T v - - PES‘;\\‘:".N% {:;‘;‘\"JNOL
4 Y e o I R N
N '-"ék\“OH \gf 80 °C 3.\\ ((i,,\o gy o

A une sclution du dérivé PiB-phénol {1 édquivalent} dans le toluens/DMF (1/1) (0,1 M),
sous agitation et 2 fempérature ambiante, ont &lé ajoutss le S-fluoro-2-nitrobenzaldéhyde
(3 équivalents) puis, le carbonate de potassium (3 équivalents). Le milieu réactionnel a
été chauffé a 80 °C pendant 48 h puis refroidi & lempérature ambiante. Le milieu
réactionnel a ét¢ exirait trois fois au cyeclohexane et lavé avec un mélangs éthanolfeau
(80/10), de la saumure, séché sur sulfalte de sodium, filré, concentré sous pression
réduiie et le résidu est purifié par filtration sur silice, si nécessaire, pour conduire a Faryie-

éther correspondant.

Exemple 7
[Chem 15]
£ XA
§ X d
P!B,«‘ \_V}\‘,.e":f\\;} {9’}"\5,\{@»“502 NEE}‘14 PQB,.»-“ ',"‘»?'\SZ\‘ :‘_,s""\\ i\-“.ANGZ
———
R NN AN Ry
RO L THF, EXOH, 6 °C ata. SENOT N
O3 aH

Laldéhyde ancré (1 éguivalent), a &t dissoul dans un mélange tétrahydrofurane/éthano!
(U1 (0,1 MY puis, refroidi a 0 °C pendant 5§ minutes. Le borghydrure de sodium (3
équivalents) a &ié ajouté au milisy réactionnsl (par pelites portions) puis le miliey
réactionnal a &t agité a température ambiante pendant 30 minufes. Le milisu réactionnel
a été concentré sous pression réduite puis, ont &té successivement ajoulés au résidu une
solution de soude 1N ef du cyclohexane. La phase organique 3 ensuite &té lavée 3 Peau,
& la saumure, séchée sur sulfale de sodium, filtrée et concentrée scus pression réduite

pour conduire 3 Palcool benzyligue correspondant.

Exemple 8
{Chem 18]
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A une solution du dérivé PiB-alcool {1 équivalent) dans le dichlorométhane (0.1 M) sous

agitation, sous atmosphere inerte et & température ambiante, ont été ajoutés Panhydride
succinique (1,1 équivalent) puis, la tricthylamine (1,2 équivalent). Le milleu réactionnsl a
été chauffé & 40 °C pendant 18 h puis refroidi & température ambiants.

A ce stade, ont &é successivemeni ajoutds au milisy réaction: la 5-0-(4.4-
dimethoxytrityhithymidineg (1,1 2quivalent), Pethyl-(N N-dimethylamino)-propylcarbodiimide
hydrochioride (EDCH) (1,1 équivalent) et la 4-{M N- dimethylamino)-pyriding (DMAP) (0,5
équivalent) ; ensuite le milisu réactionnel a &té chauffé a 40 °C pendant 18 h. Le milieu
réactionnel a éié avaporé puis extrail au cyclohexane, lavé 3 fois avec un mélange
éthanolieau (80/10), de la saumure, séché sur sulfate de sodium, filtré, concentrd sous
pression réduite of le résidu est purifié par filiration sur silice, si nécessaire, pour conduire
3 la thymidine ancrée correspondanie,

Exemple 8
{Chem 17]
0
0, OH o
e i BH NH
Ry DMTIO v
1 1‘0, Ff/j%o EDCH DMAP DMTRO ;\‘yj\\o
S T L3 e v
/k/és Tl DCM, 40 °C Do, §
PiE oH <40
P g v

M
Ry

A une solution du dérivé PiB-acide carboxylique (1 équivalent) dans le dichlorométhane
sous agitation, sous atmosphére inerte et 2 fempérature ambiante, ont éié ajoutés i 5-0-
{4 4-dimethoxytritylithymidine (1,1 équivalent), l'sthyl-(N, N-dimathylamino)-propyicarbo-
diimide hydrochloride (EDCH (1,1 équivalent) et la 4-(N M- dimethylaming)-pyriding
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{(DMAP) (0.5 equivalent) puis le milieu réactionne! a ét& chauffé & 40 °C pendant 18 h. Le
milieu reactionnel a été évaporé puis extrait au cyclohexane, lavé 3 fois avec un mélange
éthanolfeau (80/10), de {a saumure, séché sur sulfale de sodium, filtré, conceniré sous
pression reduite et le résidu est purifie par filtration sur silice, si nécessaire, pour conduire

a fa thymidine ancrée correspondants.

Exemple 10 -
{Chem 18]
0 e]
NH NH
DMTIO_ 5 y "&h Ho_ U \ ,,go
Lo DCA, MSA Lol
P!B/j\\/o‘\gﬁ\a \wué THFM,0, ta, FIB CNE,/ Y w
BN, '\ (‘\" o }'\

b

A une solution du dérivé de la §-0-(4 4 -dimethoxylrityiithymidine ancrée {1 équivalent)
dans une mélangs THF/HO (0,1 M), a température ambiants, ont été addilionnés Pacide
mercaplosuccinique (5 équivalents) puis de Pacide dichioroacétique (5% V) puis le milieu
réactionnel a été agité pendant 1 h. Le milisu réactionnel a &té évaporé puis extrait au
cyclohexane, lavé 3 fois avec un mélange éthanolfeau (80/10), de la saumure, séché sur
sulfate de sodium, filtré, concentré sous pression réduite pour conduire au dérive

déprotégée de la thymidine ancrée correspondante.

Exemple 11
[Chem 18]
9 o
0, _OH
\}{-;\' NH m
> DMTTC, ,g HO.
i }/0 @ EDCI, DMAP  DCA, MSA Yol
St y I ———— - /J\/Q R ¢
& \»«* DCM, 40°C  THFAH,Q 1 FIB N \\,.

! o S
PIE &

A une solution du dérive PiB-acide carboxylique {1 équivalent) dans le dichiorométhane
(0.1 M) sous agitation sous atmosphére inerte &t 2 température ambiante, ont éié ajoutés
fa  5-O-(4,4-dimethoxytritylithymidine (1,1 équivalent), [ethyl(N, A-dimethviamine)-
propyicarbodiimide hydrochloride (EDCH (1,1 équivalent) ot la 4-(N N- dimethylaming)-
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pyridine (DMAP) (0,5 équivalent). Ensuite le milieu réactionnel a &té chauffé 4 45 °C
pendant 18 h puis évaporé.

Le résidu a &té solubilisé dans un mélange THF/MHO (9/1) (0.1 M), & température
ambiante, puis ont &t successivemsnt additionnés Pacide mercaplosuccinigue (8
équivalents), Vacide dichioroacétigue (5% V) puis le milleu réactionnel a été agité 3
fermpérature ambiante pendant 1 h. Le milley réactionnel a &t¢ dvaporé puis extrait au
cyclohexans, lavé 3 fois avec un mélange dthanolleau (80/10), une solution saturée de
bicarbonate de sodium, de la saumure, séché sur sulfate de sodium, filtrs, concentre sous
pression réduite pour conduire au dérivé déprotégd de la thymidine ancrée

correspondants.

Exemple 12 ¢
{Chem 20]

pH
O i
\ELNH \fLNH 1. BTT, DCM \o\ 4
I DMTIO 2. mCPBA Y 3
HQ\{ h N"":\\“"‘O 3 i " N o

¢ N P Yo
‘ Lo 3. BCA, MSA, THF/H,0 o
{ \\ + i & (‘:"% ,-' . NH
PEB”L\’Q N i?m; - ta. CEO”PI\Q 5 Ay
o Ro& CEO__ & ~ Sy
Ny \?{- ot FE: /L\/ §_,O\§
& YNT/ PIB O\Yy\? g {
E‘\/fi‘\,«{«‘i

{3

Le dérivé déprotégé de la thymidine ancrée (1 équivalent) et de la DMT-dT
phosphoramidite (2 éguivalents) ont été co-dvaporé 3 fois au foluéne anhydre puis séché
sous vide. Au résidu sous atmosphére inerte ont 8ié additionnés le dichlorométhane (0.1
M) puis une solution de benzylthio-1H-tetrazole (BTT) (4,5 équivalents) dans 'acéfonitrile
{0.01 M) et le milieu réactionnel a &2 agité pendant 18 h & fempérature ambiante. Le
mCPBA (3 équivalents) a été ajouté au milley réactionnel puis agité pendant 1 h puis
évapore,

A ce stade, le résidy a été solublisé dans un mélange THF/HC (/1) (0.1 M), 3
température ambiante, puis  ont  &té  successivemant  additionnés  Yacide
mercaptosuccinique (5 équivalents), Pacide dichloroacétique (8% V) puis le milieu
réactionnel a &t agité & température ambiante pendant 1 h. Le milieu réactionnel a éié
évapore puis exirait au cyclohexane, iavé 3 fois avec un mélange éthanolfeau (B0/10),

une solution aqueuse de bicarbonate de sodium (10%), de ia saumure, séché sur sulfate
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de sodium, filtré, conceniré sous pression rédulte pour conduire au dérivé déprotégé

dimére de la thymidine ancrée correspondante.

Exemple 13

[Chem 21]
OH
i
O Vg
/3\/ 1. W , EDCH )\/
PiB D™y 2. HaN-NH, PIB O\\i,:f;f\F y
o ; o BN
e DCM, 40 °C e N,

3

A une solution du dérivé PiB-acide benzoique {1 éguivalent) dans le dichlorométhane (8.1
M) sous agitation, sous atmosphére inerfe et & température ambiante, ont &té ajoutés le
N-hydroxysuccinimide (1.1 équivalent), Pethyl-(N N-dimethyiamino)-propyicarbodiimide
hydrochioride (EDCH (1,1 éguivalent) et la 4-(N M- dimethyiaminoj-pyridine (DMAP) (0,1
équivalent) puis le milieu réactionne! est chauffé &4 40 °C pendant 30 min, puis refroidi &
température ambiante. Lhydrate d'hydrazine est additionng au milisu réactionnel puis
chauffé a 40 °C pendant 30 min. Le milieu réactionnel g &té évaporé puis exirail au
cyclohexane, lavé 3 fois avec un mélange éthanolfeau (80710}, de la saumure, séché sur
suifate de sodium, filiré, concentré sous pression réduite pour conduire au dérivé PIB-acyl

hydrazide correspondant,

Exemple 14:
{Chem 22]

1. CISO4H, ta. /}\/
2. HoN-NH,, ta. piB Ow:ﬁ‘\
i e
L \\\3_,»"\({/
gy

DCM NH,

A une solution du dérivé PiB-aryle {1 équivalent) dans le dichiorométhane (0,1 M) socus
agilation, sous atmosphére inerie et & température ambiante, a &1 ajoulé goulle a goutte
Yacide chiorosulfurique (1,1 éguivalent), puis le milieu réactionnsl a &@ agité 3
température ambiante pendant 30 min. Lhydrale dhydrazine (3 équivalents) est
additionnd au milleu réactionnel puis agité pendant 30 min. Le milieu réactionnel a &té

évaporé puis exirait au cyclohexane, lavé 3 fois avec un mélange éthanolfeau (80/10), de
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la saumure, séché sur sulfate de sodium, fillré, concentrd sous pression réduile pour

conduire au dérivé PiB-sulfony! hydrazide correspondant.

Exemple 15
[Chermn 23]
BnO o, A AcOH BnO
{ o f"’? DMFITHE »&“ o ’ §;;\§5‘
BnOsw et O N et S T— = L W N i )\
s FoNT oy e 2B N BRO w8 o Mooy ot
Ba‘.()««wérg?m,kOH S | 90 °C B Y T, PIB

Au melange PiB-acyl hydrazide {1 équivalent) et 2,3,4,6-tetra-C-benzyl-D-glucopyranose
(1,5 eénuivalent) dans un mélange DMF/THF (8/1) (G,1 M) a ét8 additionné de lacide
acétiqus (0,01 equivalent) puis le mélange reactionnel a ét¢ chauffé & 80 °C pendant 18
h. Le milieu réactionnel a ét& &vapord puis extrait au cyclohexane, lavé 3 fols avec un
mélange éthanolfeau (8710}, de la saumure, séché sur sulfate de sodium, filtrg,
concentré sous pression réduite pour conduire au dérive PiB-glycosyihydrazide

correspondant.

Exemple 18

[Chem 24]

OH e ,-O AcQOH OH )

¢ H f’“ "s* DMF/THE s’\ o E}J}\F@O
BrOwde0 N b o BIO—S-0 J\
BAO e HNT Ny PIB - apec BAG N g o P8

Bt O & BrH 8

af

Au meélange PiB-acyl hydrazide (1 éguivalent) ef 2,34 -tri-O-benzyl-D-glucopyranose (1,5
équivalent) dans un mélange DMF/THF (/1) (0,1 M) a &té additionng de 'acide acétique
{0,061 éguivalent) puis le mélange réactionnel a été chauffé a 80 °C pendant 18 h. Le
milieu réactionnal a &té évaporé puis exirait au cyclohexane, lavé 3 fois avec un mélange
gthanolleau (80/10), de la saumure, séché sur sulfate de sodium, filtré, concentré sous

pression réduite pour conduire au dérivé PiB-glycosylhydrazide correspondant.



