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RNA, comprising the following steps: a) bonding to a solid support of a
monomer having formula (I) in which - X, is a dimethoxytrityl group, - Xs is H

or an OAc group or OXjs, in which X; is a group having formula (A), in which X
is Oor S, R'is H or CH; and R is selected from a linear or branched alkyl group

OH X

Formule |

at C; to Cs and a R;-O-R, group in which R, is an alkyl group at C; to C; and R,
6 is a CHz group or CH,CH,-O-CH; or aryl; b) assembly with the monomer
having formula (II) bound to the support thereof obtained in step (a) of at least
one monomer having formula (IIT) in which X;, Bp, X; are as defined for

formula (II) and X5 is a hydrogen phosphonate monoester or phosphoramidite
group, preferably a 2-cyanoethyl-N, N-diisopropylphosphoramidite group,

o)
T
—— CH / \

which is used to obtain a protected single-strand RNA bound to a support.

(57) Abrégé :
chimique comprenant les étapes de :
monomére de formule (II) suivant dans laquelle: - X; est un groupe
diméthoxytrityle, - X¢ est H ou un groupe OAc ou OX; dans lequel X5 est un

L'invention propose un procédé de synthése d'ARN par voie

a) liaison a un support solide d'un

groupe de formule (A) suivante : dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CH; et

Formule A

R est choisi parmi un groupe alkyle en C; a C, linéaire ou ramitié et un groupe

Ri-O-R; dans lequel R; est un groupe en C; & C; et R, est un groupe CHs ou
CH,CH,-O-CH; ou aryle. b) assemblage, avec le monomére de formule (II) lié &

B
X,0 o 1"
OXg OX4

Formule Il

son supporr obtenu a l'étape a), d'au moins un monomére de formule (III)
suivante : dans laquelle
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PROCEDE DE SYNTHESE D'ARN PAR VOIE CHIMIQUE

L'invention concerne un procédé de synthése d‘ARN, un procédé
de libération d'un ARN protégé ainsi qu'un procédé de synthése de monomeres
ribonucléotidiques protégés. |

Depuis la découverte de I'ARN interférence (ARNi), un besoin
crucial de petits ARN synthétiques, en particulier de petits oligoribonucléotides de
21 nucléotides de long (siARN), est apparu pour la recherche biologique et les
applications thérapeutiques.

Les unités ribonucléotidiques constituant ces ARN peuvent étre
des unités ribonucléotidiques naturelleé ou modifiées, que ce soit par modification
de la nucléobase ou du cycle ribose, comme cela est connu dans lart, et en
particulier comme décrit dans Watts, J. K. et al., Drug Discovery Today, Vol. 13,
19/20, octobre 2008, Schram K. H. et al., Mass Spectrometry Reviews, 1998, 17,
131-251, et Porcher et al., Helvetica Chimica Acta., Vol. 88, 2005, pages 2683-
2704.

En comparaison a la synthése d'ADN, la production d'ARN
synthétiques est plus complexe de par la présence de la fonction hydroxyle sur la
position 2’ du sucre ribose qu'il faut protéger. La recherche du groupe protecteur
idéal est un point crucial de la réussite de la synthése d’ARN. En plus des

rendements de couplages plus faibles dans l'assemblage de la chaine en

. comparaison a la synthése d'ADN, la difficulté principale de la chimie de 'ARN

résulte de l'instabilité de I'ARN en milieu basique.

C'est pourquoi il est généralement admis dans [art que la
stratégie = de synthése standard utilisée pour la production
d’oligodésoxyribonucléotides (petits ADN) ou toutes les fonctions réactives de
I'ADN sont protégées avec des groupes protecteurs baso-labiles, c'est-a-dire
enlevés a la fin du procédé d'élongation chimique par un seul traitement avec une
base n'est pas applicable a la production d’oligoribonucléotides (petits ARN).

Comme pour la synthése d'ADN, les deux voies les plus
couramment utilisées a ['heure actuelle pour synthétiser des ARN par voie
chimique sont, d'une part, la voie aux phosphoramidites, et, d'autre part, la voie

aux hydrogénophosphonates (H-phosphonates).
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Dans la voie aux phosphoramidites, on assemble des monomeres
fonctionnalisés en 3' par un groupe phosphoramidite, 'ARN assemblé ayant alors
un lien phosphate internucléotidique 3'-5' protége, de préférence par un groupe
cyanoéthyle.

Le groupe triméthylsilyléthyle (TSE) peut également étre utilisé
comme groupe protecteur des phosphates, comme enseigné, par exemple dans
Parey et al. "First Evaluation of Acyloxymethyl or Acylthiomethyl Groups as
Biolabile 2-O-Protections of RNA", Organic Letters, 2006, Vol.8, No.17, 3869-
3872. Mais il est indiqué, dans ce document, que le groupe TSE a été choisi car,
contrairement au groupe cyanoéthyle, il n‘est pas éliminé dans des conditions
basiques mais par des ions fluorures. li est également indiqué, dans ce document,
qu'en réalité le groupe TSE a été éliminé par la solution d’iode utilisée pour
I'oxydation effectuée pour obtenir les liens phosphodiesters 3'-5'.

Dans la voie aux hydrogénophosphonates, on assemble des
monomeres fonctionnalisés en 3' par un groupe hydrogénophosphonate
monoester, 'ARN assemblé ayant alors un lien internucléotidique 3'-5' qui est un
lien hydrogénophosphonate diester qui est ensuite oxydé en phosphate. Dans
cette voie, 'ARN obtenu en fin d'élongation et aprés oxydation a des liens
internucléosidiques 3'-5' phosphates non protéges.

Dans la voie aux phosphoramidites, il est généralement admis
dans l'art que la protection de I'hydroxyle en position 2' du sucre ribose ne doit pas
étre effectuée avec un groupe protectéur baso-labile qui serait enlevé en méme
temps que le groupe protecteur du phosphate, ce qui entrainerait l'attaque
nucléophile par I'hydroxyle en position 2' de l'atome de phosphore dans les
liaisons internucléotidiques résultant en une isomérisation 2'-5' des liaisons
naturelles 3'-5' ou en une rupture de la liaison 3'-5' dans les conditions de
déprotection basique.

Ainsi, T. KEMPE et al, dans "Nucleic Acids Research”, 1982, 10,
6695-6714, ont rapporté des. rendements de synthese d’oligoribonucléotides tres
faibles en protégeant le groupe hydroxyle en position 2' du ribose, avec un groupe

acyle tel qu'un groupe acétyle ou benzoyle.
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Le groupe tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS) est certainement le
plus utilisé pour la protection de I'hydroxyle en 2' du ribose. Si plusieurs
protections ont été proposées pour le remplacer, telles que les groupes
triisopropylsilyloxyméthyle (TOM), bis(2-acétoxyéthyloxy)méthyle (ACE), tert-
butyldithiométhyle (DTM), 1-(2-cyanoéthoxy)éthyle (CEE), 2-cyanoéthoxymethyle
(CEM), 2-(4-toluylsulfonyl)éthoxyméthyle (TEM), lévulinyle et 2-cyanoéthyle, la
plupart de ces groupes sont, comme le TBDMS, éliminés par des ions fluorures.
Mais une déprotection par des ions fluorures est un obstacle majeur pour obtenir
des oligoribonucléotides purs en raison de leur pollution par des sels, menant a
des procédures additionnelles longues de purification.

L'invention vise a pallier les inconvénients des procédes de
synthése chimique d'ARN de l'art antérieur, aussi bien de siARN que d'ARN de
plus grande longueur, aussi bien que d’ARN comprenant des nucléobaées
naturelles que des nucléobases modifiées ou que d’ARN comprenant un cycle

ribose naturel ou modifié, en proposant un procédé de synthése d’ARN, qui utilise

" un groupe protecteur des hydroxyles en position 2' du ribose qui peut étre enlevé

par une base, sans attaque nucléophile de l'atome de phosphore et sans rupture
des liaisons 3'-5' de 'ARN.

A cet effet, I'invention propose un procédé de libération d'un ARN
simple brin, & partir d'un ARN simple brin protégeé et lié par un lien a un support

solide, de formule | suivante :
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4
Bp
X o
X,0—P— Bp
Il o
o)
[
X,0—P— Bp
27 o
o}
X,0—P— Bp
e
0
OX4y Xg
Formule |

dans laquelle :
- X, est H ou un groupe protecteur d'hydroxyle choisi parmi un
5 groupe diméthoxytrityle, un groupe monométhoxytrityle et un groupe pixyle, de
préférence un groupe diméthoxytrityle, _
- X, est H ou un groupe protecteur du phosphate B-éliminable,
de préférence un groupe cyanoéthyle,
- Xz est un groupe baso-labile protecteur des hydroxyles en

10 position 2' du ribose de formule A suivante :
O
T H
|
— R / \
X R
Formule A
dans laquelle X est O ou S, R est H ou CH3, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C; a C4 linéaire ou ramifie et un groﬁpe R1-0O-R; dans lequel
15 Ry est un groupe alkyle en C; a C; et Rz est un groupe CH3 ou CH,CH2-O-CHj; ou

“aryle.

- X4représente 'ensemble lien-support solide,
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- Xgest Hou OX;ou OAc,

- Bp est une nucléobase thymine naturelle ou modifiée lorsque
Xs est H, uracile naturelle ou modifiée lorsque Xs est OXs ou OAc, adénine
naturelle ou modifiée protégée, cytosine naturelle ou modifiée protégée, ou
guanine naturelle ou modifiée protégée quelque soit Xs, et

- n estun entier supérieur ou égal a 0,

caractérisé en ce qu'il comprend une étape a) de traitement de
I'ARN simple brin protégé lié a un support de formule | avec une base choisie
parmi la pipéridine, la 1,8-diazabicyclo[5.4.0] undec-7-éne (DBU), et la
triethylamine, a température ambiante, pour libérer les bhosphates des liens
internucléotidiques 3’-5' lorsque X est différent de H, suivie d'une étape b) de
traitement de I'ARN partiellement libéré obtenu a I'étape a), avec une base choisie
parmi l'ammoniaque concentré, la méthylamine, le carbonate de potassium, a
température ambiante.

De préférence, dans la formule |, X3 est un groupe de formule A.

Plus préférablement, dans la formule |, X3 est choisi parmi un
groupe pivaloyloxyméthyle, un groupe isobutyryloxyméthyle, un groupe n-
butyryloxyméthyle, un  groupe  propionyloxyméthyle et un  groupe
acétyloxyméthyle.

Dans un premier mode de mise en ceuvre préféré du procédé de
libération de l'invention, dans la formule |, la nucléobase Bp est I'uracile naturelle
ou modifie.

Dans un second mode de mise en ceuvre préféré du'procédé de
libération de 'invention, dans la formule |, les quatre nucléobases uracile, adénine,
cytosine et guanine, naturelles ou éventuellement et indépendamment l'une de
l'autre modifiées sont présentes, et a I'étape b), I'enlévement du groupe X; est
effectué préférentiellement par un traitement avec une solution aqueuse
d’ammoniaque a 28% puis ajout de 15% en volume, par rapport au volume
d'ammoniaque, d'isopropylamine puis évaporation sous pression réduite.

Dans un troisiéme mode de mise en ceuvre préféré du procédé de
libération de l'invention, 'ARN protége et lié & un support de formule | est lie¢ a un

support solide par un lien baso-labile.
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Dans un quatriéme mode de mise en ceuvre préféré du procédé
de libération de l'invention, dans la formule |, les quatre nucléobases naturelies ou
éventuellement modifiées, indépendamment l'une de lautre, thymine, adénine,
cytosine, et guanine sont présentes lorsque Xg est H.

5 L’invention propose également un procédé de synthése d'un ARN
simple brin caractérisé en ce qu'il comprend les étapes suivantes :

a) liaison, a un support, par un lien, d'un monomere de formule Il
suivante

Bp
X0 o

OH Xg
10 Formule Il

dans laquelle :

- Bp est une nucléobase naturelle ou modifice, ceftte
nucléobase étant une nucléobase uracile lorsque Xg est OX3; ou OAc, ou une
nucléobase thymine lorsque X est H, ou une nucléobase adénine protégée ou

15 une nucléobase cytosine protégée ou une nucléobase guanine protégée, quelque
soit Xe

- Xjest un groupe diméthoxytrityle,

- Xg est H ou un groupe OAc ou OXs dans lequel X3 est un

groupe de formule A suivante :

O
! |
|
— i / \
20 X R
Formule A
dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHjs, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C; a C4 linéaire ou ramifié et un groupe R1-0O-R; dans lequel
R; est un groupe alkyle en C4 a C; et Rz est un groupe CH3 ou CH,CH2>-O-CH3; ou
25 aryle,

b) assemblage du monomére de formule Il li¢é a son support

obtenu a I'étape a) avec au moins un monomére de formule lll suivante :
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X0 Bp

OX5 OX;
Formule 11l

dans laquelle X4, Bp, et X3 sont tels que définis pour la formule
et X5 est un groupe hydrogénophosphonate monoester ou phosphoramidite, de
préférence un groupe 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite, ce par quoi
on obtient un ARN simple brin protégé lié a un support de formule 1,

c) optionnellement, traitement par un milieu acide de
I'assemblage obtenu a 'étape b), et

d) libération de 'ARN simple brin protégé li€¢ a un support obtenu
a I'étape b) ou a I'étape c), par le procédé de libération de l'invention.

L'invention propose aussi un procédé de synthése d'un ARN
double brin caractérisé en ce qu'il comprend la synthése d'un ARN simple brin
selon le procédé de synthése d’ARN simple brin de l'invention, et I'hybridation de
cet ARN simple brin ainsi synthétisé avec un ARN simple brin ayant une séquence
complémentaire.

De préférence, I'ARN double brin est un siARN.

Mais l'invention propose encore un procédé de synthése d'un

monomére de formule lll suivante:

Bp
X0 o
OXg OX3
Formule il

dans laquelle X4, Bp, X3 sont tels que définis pour la formule Il et
X5 est un groupe hydrogénophosphonate ou phosphoramidite, de préférence un
groupe 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite, ce par quoi on obtient un
ARN simple brin protégé a un support de formule |,

a partir d'un monomeére ribonucléoside de formule IV suivante :
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OH OH
Formule IV

dans laquelle Bp est tel que défini pour la formule I,

caractérisé en ce qu'il consiste en les étapes suivantes :

a) protection des amines exocycliques des nucléobases Bp,
lorsque la nucléobase Bp est différente de l'uracile, éventuellement modifiée,

b) protection de I'hydroxyle en position 5' du sucre ribose,

c) protection de I'hydroxyle en position 2' du sucre ribose avec
un groupe de formule A suivante, et

" 0
| |
— R x/ \R
Formule A

dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHg, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C; a C4 linéaire ou ramifié et un groupe R1-O-R; dans lequel
R, est un groupe alkyle en C; a C; et R, est un groupe CH; ou CH,CH,-O-CH; ou
aryle,

d) fonctionnalisation de I'hydroxyle en position 3' du sucre ribose
avec un groupe hydrogénophosphonate monoester ou phosphoramidite, de
préférence un groupe 2-cyanoéthyl-N, N-diisopropylphosphoramidite. |

Plus préférablement, a I'étape c), le groupe de formule A est un
groupe pivaloyloxyméthyle ou un groupe isobutyryloxyméthyle ou un groupe n-
butyryloxyméthyle, ou un groupe propionyloxyméthyle ou un groupe
acétyloxyméthyle.

Egalement de préférence, a I'étape b), le groupe protecteur est un
groupe diméthoxytrityle.

Dans un premier mode de mise en ceuvre préféré du procéde de

synthése du monomére de formule Ili selon linvention, la nucléobase est la
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cytosine, naturelle ou modifiée, et le groupe protecteur a l'étape a) est un groupe
acétyle.

Dans un second mode de mise en ceuvre préféré du proceéde de
synthése du monomeére de formule Il selon linvention, la nucléobase est
l'adénine, naturelle ou modifiée, et le groupe protecteur a I'étape a) est un groupe
phénoxyacétyle.

Dans un troisiéme mode de mise en ceuvre préféré du procédé de
synthése du monomére de formule Il selon Finvention, la nucléobase est la
guanine, naturelle ou modifiée, et le groupe protecteur a I'étape a) est un groupe
tert-butylphénoxyacétyle ou isopropylphénoxyacétyle.

L'invention sera mieux comprise et d'autres avantages et
caractéristiques de celle-ci apparaitront plus clairement a la lecture de la
description explicative qui suit.

Dans linvention, les termes « nucléobase(s) Bp» ou «Bp»
désignent une nucléobase uracile, adénine, cytosine ou guanine, éventuellement
modifiée, protégée ou non comme cela apparaitra clairement a 'lhomme de l'art.

L'invention représente une rupture dans les stratégies antérieures
de synthése d'ARN, quel que soit le nombre d'unités ribonucléotidiques le
composant, et que ces unités ribonucléotidiques soient des unités naturelles ou
modifiées, par voie chimique, en ce qu'elle utilise des groupements protecteurs
des différentes fonctions réactives sur les ribonucléotides, dont en particulier les
groupes protecteurs des phosphates des liens internucléotidiques 3'-5, lorsqu'on
utilise la voie de synthése aux phosphoramidites, et les groupes protecteurs des
hydroxyles en position 2' des cycles riboses, qui sont enleves dans des conditions
basiques, a la fin de I'élongation de I'ARN. Ceci permet, lorsque les groupements
protecteurs des nucléobases, lorsque présents, et le lien liant 'ARN synthétisé
protégé au support sont également baso-labiles, d'utiliser une stratégie de
synthése d'’ARN entiérement baso-labile. Linvention est donc une rupture du
dogme "la synthése d’ARN est incompatible avec une stratégie entierement baso-

labile".
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La caractéristique clé permettant d'utiliser une telle stratégie
entierement baso-labile, est l'utilisation, pour protéger I'hydroxyle en position 2' du

sucre ribose, de groupes protecteurs de formule A suivante :

T

PN

FormuIe‘A

dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHj3, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C4 a C4 linéaire ou ramifié et un groupe Ri-O-R; dans lequel
R; est un groupe alkyle en C; a C; et R; est un groupe CH3 ou CH2CH;-O-CH3 ou
aryle.

Plus préférablement, ces groupes protecteurs de formule A sont
des groupeé pivaloyloxyméthyle ou isobutyryloxyméthyle ou butyryloxyméthyle ou
propionyloxyméthyle ou acétyloxyméthyle.

En effet, l'utilisation de tels groupes protecteurs permet de libérer
les hydroxyles en position 2' du ribose de I'ARN voulu par un traitement avec une
base, sans rupture de I'ARN et sans contamination par les sels fluorures utilisés
dans l'art antérieur.

Les groupements protecteurs pivaloyloxyméthyle,
acétyloxyméthyle, pivaloylthiométhyle, et acétylthiométhyle ont déja été introduits
en position 2' du cycle ribose, formant avec I'OH en position 2' du cycle ribose, un
groupement O-pivaloyloxyméthyle, O-acétyloxyméthyle, O-pivaloylthiométhyle ou
O-acétylthiométhyle, respectivement, dans le but d'améliorer certaines propriétées
de I'ARN protégé, en particulier sa perméabilitt aux membranes cellulaires, sa
résistance aux nucléases, comme décrit dans Parey et al, "First Evaluation of
Acyloxymethyl or Acylthiomethyl Groups as Biolabile 2'-O-Protections of RNA,
Organic Letters", 2006, Vol.8, No.17, 3869-3872.

Dans cet article, les groupes acétalesters, et en particulier les
groupes  pivaloyloxyméthyle, acétyloxyméthyle, pivaloylthiométhyle et
acétylthiométhyle, sont décrits comme des groupes pouvant permettre a 'ARN

ainsi fonctionnalisé en position 2' du cycle ribose, de traverser la membrane
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cellulaire et, la, d'étre déprotégé par la cellule elle-méme avec son contenu
enzymatique. Ces. groupements protecteurs étaient donc décrits comme des
groupements bio-labiles et rien dans ce document ne suggére que ['utilisation de
tels groupements protecteurs permettrait d'utiliser une stratégie de synthése
d’ARN avec protections baso-labiles déprotégé dans des conditions basiques.

De plus, dans ce document, l'introduction sélective du groupement
acétalester en position 2' du monomeére ribonucléosidique est effectué par une
synthése dans laquelle le réactif de Markiewicz (TIPSICI,) bloque simultanément
les hydroxyles en positions 5' et 3' du ribose et laisse I'hydroxyle en 2' du ribose
libre pour accepter le groupement pivaloyloxyméthyle, acétyloxymethyle,
pivaloylthiométhyle ou acétylthiomethyle, selon le groupement choisi. Cette
méthode permet d'éviter I'obtention et la séparation des différents isoméres 2’ et 3’
protégés mais elle requiert au moins sept étapes bour la synthése de I'ARN
protége.

Bien que ces sept étapes se déroulent avec des rendements
élevés, elles sont consommatrices de temps et le TIPSIiCl, est un réactif colteux.

L'invention, en contrasfe, propose un brocédé de synthése du
monomeére ribonucléosidique dont la nucléobase, et les hydroxyles en position 3'
et 5' du ribose sont protégés de maniére tout a fait classique dans l'art, I'hydroxyle
en position 2' du sucre ribose étant protégé par un groupe acyloxyalkyle ou
aéylthioalkyle, plus préférablenient acyloxyméthyle, qui se déroule en quatre
étapes avec un rendement final compris entre 27% et 37%.

Dans ce procédé on part, comme dans [lart antérieur, des

composés de formule IV suivante :

B
HO 0 P

OH OH
Formule IV _
dans laquelle Bp est une nucléobase naturelle ou modifice,

uracile, adénine, cytosine, ou guanine.
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La premiére étape de ce procédé consiste a protéger la
nucléobase, lorsque celle-ci est différente de l'uracile.

La seconde étape consiste a protéger I'hydroxyle en position 5' du
cycle ribose avec un groupe protecteur classiquement utilisé par 'homme du
métier a cet effet. Ces groupes protecteurs classiques utilisés dans lart pour
protéger I'hydroxyle en position 5' du cycle du ribose sont, entre autres, les
groupes diméthoxytrityle, monométhoxytrityle et pixyle.

Dans l'invention, le groupe protecteur préféré utilisé est un groupe
diméthoxytrityle acido-labile largement utilisé en synthése d'oligonucléotides.

La troisieme étape du procédé de synthése d'un monomere
ribonucléotidique, qui sert d'unité de construction pour l'assemblage d'une chaine
menant a l'obtention d'un ARN simple brin, est la protection de I'hydroxyle en
position 2' du ribose par un groupement de formule A suivante :

(0]
i ||

PN

Formule A

dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHj3, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C; a C, linéaire ou ramifié et un groupe R4-O-R; dans lequel
R, est un groupe alkyle en C & C; et R; est un groupe CH; ou CH,CH,-O-CH; ou
aryle.

Plus préférablement, le groupe protecteur de 'hydroxyle en
position 2' du ribose est un groupe pivaloyloxyméthyle ou un groupe
isobutyryloxyméthyle, ou un groupe n-butyryloxymethyle, ou un groupe
propionyloxyméthyle, ou un groupe acétyloxyméthyle.

Le plus préférablement, le groupe protecteur de I'hydroxyle en
position 2' du ribose est un groupe pivaloyloxyméthyle.

A cette étape, on obtient deux isoméres : l'un avec le groupe
hydroxyle en position 3' du ribose naturel ou modifié protégé par le groupe de
formule A, et l'autre avec le groupe hydroxyle en position 2' du ribose naturel ou

modifié protégé par le groupe de formule A.
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L'isomére dont I'hydroxyle en position 2' du cycle ribose est
protégé, est séparé et la quatriéme étape du procédé de synthése du monomeére
ribonucléotidique protégé selon linvention consiste alors a fonctionnaliser
I'hydroxyle en position 3' du ribose par un groupement phosphorylé bien connu de
I'homme du métier. De préférence, dans un premier mode de réalisation, dans le
procédé de linvention on utilise un groupe phosphoramidite, le plus
préférablement un groupe 2-cyanoéthyl-N, N-diisopropylphosphoramidite.

Le composé de formule 11l suivante est alors obtenu :

Bp
X;0 o
OX5g OX3
Formule Il

dans laquelle :

- Bp est une nucléobase naturelle ou modifice, uracile ou une
nucléobase adénine protégée ou une nucléobase cytosine protégée ou une
nucléobase guanine protégée,

- Xy est un groupe protecteur d'hydroxyle, choisi parmi des
groupements acido-labiles et préférentiellement le groupe diméthoxytrityle,

- Xsest un groupe phosphoramidite, de préférence un groupe 2-
cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite,

- X3 est ljn groupe de formule A telle que définie
précédemment.

Mais, dans un second mode de réalisation, dans le procédé de
linvention, on utilise, pour la fonctionnalisation de I'hydroxyle en position 3', un
groupe hydrogénophosphonate monoester.

Le composé de formule lll qui est alors obtenu est un composé de
formule Ill dans lequel Bp, Xi, et X3 sont tels que définis précédemment mais Xs
est un groupe hydrogénophosphonate monoester.

A partir des monomeéres ribonucléotidiques de formule Il et du

monomeére ribonucléotidique de formule Il dans laquelle Xs est OX3 ou OAc ou
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désoxyribonucléotidique de formule Il dans laquelle Xs est H, un ARN simple brin

protégé est synthétisé sur support solide.
Le procédé de synthése de cet ARN simple brin protégé est

également un objet de l'invention.
5 Cet ARN simple brin protégé a la formule | suivante :

x1o—@89
o)

0%

o—||9— Bp
(0}

0%

T)
O-P— Bp
) g&w

Oo)(\3

X&IT o 5P
0% Xs
Formule |

dans laquelle :
- X4 est H ou un groupe protecteur d'hydroxyle choisi parmi des

10 groupements acido-labiles et préférentiellément un groupe diméthoxytrityle,
- X, est H ou un groupe protecteur du phosphate, de préférence
un groupe 2-cyanoéthyle, A
- X3 est un groupe de formule A suivante :

O
T
—CH\ / \
X R
15 Formule A

dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CH3, et R est choisi parmi

un groupe alkyle en C; & C4 linéaire ou ramifié et un groupe R1-O-R; dans lequel
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R, est un groupe alkyle en Cq a C; et Rz est un groupe CH3 ou CH,CH,-O-CH3; ou
aryle,

- X4 représente 'ensemble du support solide et du lien qui relie
I'oligonucléotide au support. Le support peut étre des billes de verre (LCA-CPG :
long chain a.IkyIamine-controlledvpore glass) ou des billes de résine polystyréne
(HCP : highly cross-linked polystyrene). Le lien est choisi parmi des liens rompus
par une base a la fin de Iélongation tels que oxalyle, succinyle, glyoxal,
hydroquinone-O, O-diacetic acid (Q-linker) et préférentiellement le lien succinyle ou
Q-linker ,

| - Xg est H ou un groupe OX3 ou OAc,

- Bp est une nucléobase naturelle ou modifiée, thymine lorsque
Xs est H ou uracile lorsque Xs est OX3 ou OAc ou alors adénine protégée, ou
cytosine protégée, ou guanine protégée, quelque soit Xs, €t,

- nest un entier supérieur ou égal a 0.

Loréque Xs est OAc, les positions de X; et X sont
interchangeables.

Le procédé de synthése selon l'invention de cet ARN simple brin
comprend une étape de liaison d'un monomere ribonucléosidique ou
désoxyribonucléosidique de formule Il avec un support tel que défini
précédemment, par lintermédiaire d'un lien de préférence lui aussi baso-labile,
suivie d’'une étape d'assemblage d'un tel monomeére de formule Il avec au moins
un monomere de formule Ill, et, optionnellement d'une étape de traitement acide
de I'assemblage de monoméres obtenu pour enlever le groupe protecteur X1,
enfin, une étape de libération de 'ARN protégé ainsi obtenu.

Ainsi, 'ARN sur lequel I'étape de libération est mise en ceuvre est
soit un ARN de formule | dans laquelle X, est H lorsque I'étape de traitement acide
est effectuée, soit un ARN de formule | dans laquelle X; est un groupe protecteur
d’hydroxyle lorsque I'étape de traitement acide n'est pas effectuée.

L'assemblage des monoméres ribonucléotidiques de formule lll se fait
généralement par synthése automatisée sur un support solide.

Dans ce cas, I'ARN protégé synthétisé est lié, par son extrémite X4

en position 3', par un lien au support solide.
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Lorsque ce lien est également baso-labile, la libération de 'ARN
de son support se fait, dans le procédé de l'invention, en méme temps que la
déprotection de I'OH en position 2' du ribose, et sans étape additionnelle.

Cela est vrai pour tout lien baso-labile.

Une fois I'ARN simple brin libéré, un ARN double brin peut étre
alors formé par hybridation de 'ARN simple brin libéré avec un ARN simple brin
ayant une séquence complémentaire. L'ARN simple brin ayant une séquence
complémentaire peut, lui aussi, avoir été synthétisé par le procédé de l'invention,
ou encore avoir été synthétisé par un autre procéede.

Cela permet en particulier de pouvoir fabriquer des siARN.

Le procédé de libération de 'ARN simple brin protégé de formule |
est un objet de l'invention. Ce procédé surmonte un préjugé de l'art antérieur en
ce qu'il consiste é\éliminer les groupes protecteurs des hydroxyles en positions 2'
du ribose par un traitement basique. )

Plus précisément, ce traitement basique comprend une étapé a)
de traitement de 'ARN protégé de formule | avec une base forte choisie parmi la
pipéridine, la 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-€ne (DBU), la triéthylamine, a
température ambiante, pour libérer le phosphate des liens internucléotidiques
3-5".

Cette étape é) n'est effectuée que lorsque la voie de synthése aux
phosphoramidites est utilisée.

En effet, lorsque la voie de synthése aux hydrogénophosphonates
est utilisée, I'assemblage des monoméres méne a lobtention de liens
internucléosidiques 3'-5' hydrogénophosphonates diesters qui sont ainsi ensuite
oxydés en phosphates pour obtenir un ARN, qui sera alors a libérer par le procédé
de l'invention, de formule | dans laquelle X; est H. |

Cette étape a) éventuelle est suivie d'une étape b) de traitement
de I'ARN ainsi partiellement libéré obtenu a I'étape a), avec une base forte choisie
parmi l'ammoniaque concentré, la méthylamine, le carbonate de potassium a
température ambiante.

L'étape b) est elle commune pour la libération de 'ARN quelle que

soit la voie de synthése de I'ARN utilisée.
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Le traitement avec la pipéridine ou la DBU a température
ambiante se fait dans tout solvant approprié connu de 'homme du métier, et plus
préférablement dans le THF ou F'acétonitrile sec, pendant 15 minutes (pipéridine)
ou 45 minutes (DBU 0.45M) ou 1 minute (DBU 1M).

Aprés cette déprotection du phosphate du lien internucléotidique
35", les groupes protecteurs pivaloyloxymeéthyle, isobutyryloxyméthyle, n-
butyryloxyméthyle, propionyloxyméthyle, acétyloxyméthyle, selon le groupement
utilisé, sont toujours en place.

Puis les groupes hydroxyles en position 2' sont libérés par
traitement avec de l'ammoniac aqueux concentré, a température ambiante,
pendant 3h. Aucune rupture des ARN ne se produit a cette étape. Cette
déprotection séquentielle en deux étapes avec d'abord la DBU ou la pipéridine
puis avec l'ammoniac aqueux est nécessaire pour éviter l'attaque par des
hydroxyles en position 2' libérés, des phosphotriesters ou des phosphodiesters
avoisinants, ce qui pourrait mener a une rupture de chaine.

Cependant, lorsque I'ARN protége de formule | contient les
nucléobases néturelles ou modifiées : thymine ou uracile, adénine, cytosine et
guanine c'est-a-dire au moins quatre monomeéres de formule Il dans lesquels les
‘nucléobases sont toutes différentes, le procédé de libération de l'invention
comprend de plus une étape d'addition de 15% d'isopropylamine apres le
traitement avec I'ammoniaque.

Dans tous les cas, le milieu de déprotection est évaporé sous
pression réduite, pour obtenir 'ARN libérée pur.

Afin de mieux faire comprendre l'invention, on va maintenant en
décrire, a titre d'exemples purement illustratifs et non limitatifs plusieurs modes de
mise en ceuvre.

Dans les exemples qui suivent, les monomeres ribonucléotidiques
de formule Ill avec Xs est un groupe phosphoramidite, de préférence un groupe 2-
cyanoéthyl-N, N-diisopropylphosphoramidite ont été synthétisés selon le schéma

général suivant :
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HO o Bp DMTrO o Bp Microondes 75°C
DMTrCI CICH,0COC(CH,,
— > Bu,SnO
Pyridine Bu4ﬁlH4Br
OH OH OH OH  CICH,CH,CI
1a-d 2a-d
Bp DMTr Bp
DMTrO o + o)
OH Oo_ ©
o\/o OH ~
3a-d 4a-d °
DMTrO o Bp
(iPr,N)PCI(OCH,CH,CN)
— o O ©
(iPr2N)Et, CH,CL, 4
NC\/\O/ P\
' NiPr,
5a-d

Bp : U (a), C*° (b), A™*° (c), G®"*° (d)

Dans ce schéma, la premiére étape de protection des bases

guanine, cytosine et adénosine n'est pas indiquée.
Dans ce schéma, Bp peut étre aussi G, auquel cas, I'étape
d'introduction du groupe pivaloyloxyméthyl en position 2’ du composé 2a-d

s'effectue sans traitement aux micro-ondes, comme cela sera expliqué ci-apres.
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Exemple 1 : Synthése du monomeére 2'-0-pival6yloxyméthy|-
5'-0-(4,4'-diméthoxytrityle) uridine-3'-O-(2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylphos-
phoramidite 5a.

Le monomére synthétisé ici a la formule lll dans ‘laquelle la
nucléobase est une nucléobase uracile, le groupe protecteur de I'hydroxyle en
position §' du ribose est le diméthoxytrityle, le groupe greffé sur I'hydroxyle en
position 3' du ribose est le 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite, et le
groupe protecteur de I'hydroxyle en position 2' du ribose est le pivaloyloxyméthyle.

Pour cette synthése, bn démarre de la 5-0-(4,4'-
diméthoxytrityl)uridine 2a. Il n'y a donc plus qu'a introduire dans une premigre
étape le groupement pivaloyloxyméthyle en position 2' du ribose et le groupe 2-
cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite en po'sition 3' du monomeére.

Pour cela, le groupe pivaloyloxyméthyle est d'abord introduit en
position 2' du ribose.

Plus précisément, on ajoute a une solution de 5-0-(4,4-
diméthoxytrityl)uridine 2a (2,5 g, 4,6 mmol, 1 eq) dans du dichloroéthane (DCE)
(15 mL), du bromure de tétrabutylammonium (1,93 g, 5,98 mmol, 1,3 eq), de
l'oxyde de dibutylétain (1,5 g, 5,98 mmol, 1,3 eq) et du chlorométhy! pivalate (1,67
mL, 11,5 mmol, 2,5 eq).

Le milieu réactionnel est chauffé sous irradiations micro-ondes
(puissance 300 W) a 75°C pendant 2h30, refroidi et le solvant est évaporeé.

Puis, le mélange réactionnel est soumis & une chromatographie
sur colonne de gel de silice avec un gradient d'acétone (0-40%) dans du
dichlorométhane. L'isomére éluant en premier est le composé désiré 4a. |l est
obtenu sous la forme d'une mousse blanche aprés évaporation du solvant. |

Rendement4a: 1,1 g, 36%

RMN 'H (300 MHz, HH-COSY, CDCls): 6 9,57 (s, 1H, NH); 7,94 (d, Juem.s = 8.1
Hz, 1H, H-6); 7,37-7,09 (m, 9H, H ar, DMTr); 6,83-6,69 (m, 4H, H ar, DMTT); 5,87
(d, *Jurmz = 1.8 Hz, 1H, H-1'); 5,52, 5,37 (2das, Jas = 6,3 Hz, 1H+1H, OCH,0);
523 (d; Jnsme = 8,1 Hz, 1H, H-5); 4,39 (ddd, *Juzsons = 8,8 Hz; 3Juame= 7.7 Hz:
*Jwzmz = 5,2 Hz, 1H, H-3); 4,24 (dd, Jroms = 5,2 Hz; 3duzme = 1,8 Hz, 1H, H-2"):;
3,95 (dt, *Jpamz = 7.7 Hz; *Jhams ns= 2,1 Hz, 1H, H-4'); 3,71 (s, 6H, 2 OCH>); 3,48
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(dd, 2usms = 11,2 Hz; Jusme= 2,1 Hz, 1H, H-5"); 3,42 (dd, 2usms = 11,2 Hz;
3Jusima= 2,1 Hz, 1H, H-5"); 2,48 (d, Jon.3m-3 = 8,8 Hz, 1H, OH5’); 1,15 (s, 9H,
OCOC(CHs)s). RMN **C (75 MHz, CDCl3): § 177,1 (OC=0); 162,5 (C=0); 157,7;
157.6;: 143,3; 134,2; 133,9 (Cq, Car);, 149,2 (C=0); 138,8 (Ce); 129,2; 129,1;
127.1: 127,0; 126,2; 112,3 (CH, Car); 101,2 (Cs); 87,2 (Cy); 86,9 (OCH.0); 86,1
(OCq, DMTY); 82,2 (C4); 81,1 (C2); 67,5 (C3); 60,1 (Cs); 54,2 (OCHs, DMTr); 37,8
(Cq, OCOC(CHa)3); 25,9 (OCOC(CHs)s). HRMS (FAB) calculé pour : C36H40N2010
[M+H]* 660,2709; trouvé : 660,2683.

A partir du 2'-O-pivaloyloxyméthyl-5'-O- (4 4'- dnmethoxytrltyl)undlne
4a ainsi obtenu, le 2'-O-plvaononymethyI—5'-O—(4,4'-d|methoxytr|tyl)ur|d|ne 3'-0-(2-
cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite 5a a été obtenu de la fagon suivante :

Le 2'-O-pivaloyloxyméthyl-5'-O-(4,4'-diméthoxytrityl)uridine obtenu
a l'étape précédente 4a (1g, 1,51 mmol, 1 eq) est séché par trois coévaporations
avec du CH3CN anhydre. Puis le résidu est dissout dans du CH2Cl; anhydre (10
mL) et un mélange de N,N-diisopropyléthylamine (474 L, 2,72 mmol, 1,8 eq), de
2-cyanoéthyl-N, N-diisopropylchlorophosphoramidite (506 pL, 2,27 mmol, 1,5 eq)
et de CH,CL, (1 mL) est ajouté goutte a goutte. Le mélange est agité sous argon,
a température ambiante pendant 3h.

Aprés cela, de 'acétate d'éthyle est ajouté, le mélange réactionnel
est versé dans une solution de NaHCO; saturé et des extractions avec AcOEt sont
effectuées. Le mélange obtenu aprés séchage de l'extrait sur Na;SOy,, élimination
du solvant, est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un
gradient de CH2Cl, (60-100%) dans du cyclohexane avec 1% de pyridine. Le
monomére de formule |l désiré 5a est obtenu. Il se présente sous la forme d'une
mousse blanche, aprés évaporation du solvant.

Rendement 5a : 1,05 g, 81%.

RMN 3'P(121 MHz, CD;CN): § 150,35; 149,20.
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Exemple 2 : Synthése du N“-acétyl-2'-O-piva|oxyoxyméthyI-5'-
0-(4,4'-diméthoxytrityl) cytidine-3'-0-(2-cyanoéthyl-N,N-diisopropyl
phosphoramidite 5b.

Ce monomeére ribonuciéotidique de formule il est le monomeére
dans lequel la nucléobase est la cytosine, le groupement protecteur de I'hydroxyle
en position 5' du ribose est le diméthoxytrityle, le groupement greffé sur I'hydroxyle
en position 3' du ribose est le 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite et le
groupement protecteur de [hydroxyle en position 2' du ribose est le
pivaloyloxyméthyle.

| On part dans cette synthése du N-acétyl-5-0-(4,4"-
diméthoxytrityl) cytidine 2b, ce qui signifie que cet exemple décrit la protection des
OH en position 2' et 3' du ribose.

Ces protections ont été effectuées de la maniére suivante :

A une solution de N4—acétyl-5'-O-(4,4'-diméthoxytrityl)cytidine 2b
(2,5 g, 4,26 mmol, 1 eq) dans du DCE (15 mL) est ajouté du bromure de tétrabutyl
ammonium (1,78 g, 5,54 mmol, 1,3 eq), de l'oxyde de dibutylétain (1,39 g, 5,54
mmol, 1,3 eq), et du chlorométhyl pivalate (1,55 mL, 10,65 mmol, 2,5 eq). Le
mélange réactionnel est chauffé sous irradiations micro-ondes (puissance 300 W)
a 75°C pendant 2h30, refroidi et le solvant est évaporé.

Le mélange réactionnel est soumis & une chromatographie sur
colonne de gel de silice avec un gradient d'acétone (40-100%) dans du
dichlorométhane.

L'isomére éluant en premier est le composé désiré 4b qui est
obtenu sous la forme d'une mousse blanche aprés évaporation du solvant.

Rendement 4b : 1,14 g, 38%.

RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCl3): 5 9,84 (s, 1H, NH); 8,42 (d, Jyems= 7.5
Hz, 1H, H-6); 7,34-7,14 (m, 9H, H ar, DMTr); 7,06 (d, Jusms = 7,5 Hz, 1H, H-5);
6.80-6,76 (m, 4H, H ar, DMTr); 5,86 (s, 1H, H-1'); 5,60; 5,50 (2das, Jas = 6,1 Hz,
1H+1H, OCH,0); 4,34 (dt, *Juzions = 10,6 Hz: Juzma Hz= 5,2 Hz, 1H, H-3’); 4,21
(d, *Juzms = 5,2 Hz, 1H, H-2'); 3,98 (dt, *Juams = 5,2 Hz; 3pams ns= 1,9 Hz, 1H,
H-4'); 3,71 (s, 6H, 2 OCHs); 3,52 (dd, “nsms = 11,1 Hz; 3Jusma= 1,9 Hz, 1H, H-5");
3,48 (dd, 2Jnsms = 11,1 Hz; 3Jpsrma= 1,9 Hz, 1H, H-5"); 2,50 (d, Jonams = 10,6
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Hz,1H, OH3); 2,19 (s, 3H, NHCOCH3); 1,13 (s, 9H, OCOC(CHs)s). RMN *3C (100
MHz, CDCls): & 178,2 (OC=0); 170,6 (NHCO); 163,1 (C4); 158,7 (Cq, Car); 1474
(C2); 146,6 (Cg); 146,3; 135,2 (Cq, Car); 130,1; 129,2; 128,2; 128; 127,9; 127,8;
127.2: 127; 113,3; 113,1 (CH, Car); 96,8 (Cs); 91,5 (C+); 88,0 (OCH0); 87,6
(OCq, DMTT); 83,1 (C4); 81,7 (C2); 67,8 (C3); 60,7 (Cs); 55,3 (OCHs, DMTT); 38,9
(Cq, OCOC(CH3)3); 27,0 (OCOC(CHa)3); 18,1 (COCH3). HRMS (FAB) calculé
pour CagHasN3010 [M+H]": 702.3042; trouvé : 702,3027.

Puis, 1,3 g, ‘1,85 mmol, 1 eq du composé ainsi obtenu 4b sont
séchés par trois coévaporations avec du CH3CN anhydre. Le résidu obtenu est
dissout dans du CH.Cl; anhydre (13 mL) et un mélange dé N,N-
diisopropyléthylamine (580 pL, 3,33 mmol, 1,8 eq) de 2-cyanoéthyl-N,N-
diisopropyichlorophosphoramidite (620 pL, 2, 78 mmol, 1,5 eq) et de CH.Cl; (1
mL) est ajouté goutte a goutte. Le mélangé est agité sous argon, a température
ambiante pendant 3h. Aprés cela, de l'acétate d’éthyle est ajouté, le mélange
réactionnel est versé dans une solution de NaHCO; saturée et des extractions
avec AcOEt sont effectuées. Le mélange obtenu aprés séchage de l'extrait sur
Na,S0,, élimination du solvant, est purifié par chromatographie sur colonne de gel
de silice avec un gradient de AcOEt (10-80%) dans de I'hexane avec 1% de
pyridine.

Le monomeére ribonucléotidique de formule 11l voulu 5b est obtenu
sous la forme d'une mousse blanche aprés évaporation du solvant.

Rendement 5b : 1,37 g, 82%.

RMN %'P (121 MHz, CDsCN): & 150,15; 148,35.

Exemple 3 : Synthése du NP-Phénoxyacétyl-2’-O-
pivaloyloxyméthyl-5’-O-(4,4’-diméthoxytrityl) adénosine 3’-0-(2-cyanoéthyl-
N,N-diisopi'opylphosphoramidite) 5c.

Ce composé correspohd au monomére de formule Ili dans lequel
la nucléobase est l'adénine dont l'amine est protégée par un groupement
phénoxyacétyle, le groupement protecteur de I'hydroxyle en position 5' du ribose

est le diméthoxytrityle, le groupement greffé sur I'hydroxyle en position 3' est le 2-



10

15

20

25

30

WO 2009/144418 PCT/FR2009/000624

23

cyanoethyl-N, N-diisopropylphosphoramidite, et le groupement protecteur de
I'hydroxyle en position 2' du ribose est le pivaloyloxyméthyle.

Pour cette synthése, on part du ribonucléoside 2c dont la
nucléobase et I'hydroxyle en position 5' sont protégés. |

A une solution de Ns-phénoxyacétyl-S_'—O-(4,4'-diméthoxytrityl)
adénosine 2¢ (1g, 1,42 mmol, 1eq) dans du DCE (5 mL) est ajouté du
tétrabutylammonium bromure (596 mg, 1,85 mmol, 1,3 eq) du dibutylétain oxyde
(462 mg, 1,85 mmol, 1,3 eq) et du chlorométhyl pivalate (5'15 uL, 3,55 mmol, 2,5
eq). Le mélange réactionnel est chauffé sous irradiations micro-ondes (puissance
300 W) a 75°C pendant 2h30, refroidi et le solvant est évaporé. Le mélange
réactionnel est soumis & une chromatographie sur colonne de gel de silice avec
un gradient d'acétone (0-30%) dans du dichlorométhane. L'isomeére éluant en
premier est le composé désiré 4c, sous la forme d'une mousse blanche aprés
évaporation du solvant.

| Rendement 4c¢ : 395 mg, 34%.

RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCl3): 8 9,50 (s, 1H, NH); 8,72 (s, 1H, H-2); 8,25
(s, 1H, H-8); 7,44-6,81 (m, 18H, H ar, DMTr-Pac); 6,22 (d, 3Juymz = 4,7 Hz, 1H, H-
1); 5,51; 5,40 (2dag, Jas = 5,8 Hz, 1H+1H, OCH,0); 5,08 (t, *Juzmz 11 = 4,7 Hz:
1H, H-2'); 4,88 (s, 2H, NHCOCH,Ph); 4,55 (q, *Juzmz.on3 e = 4,7 Hz, 1H, H-3);
4,28 (m, 1H, H-4'); 3,79 (s, 6H, 2 OCH3); 3,54 (dd, Jusms = 10,7 Hz; 3usyma= 3,3
Hz, 1H, H-5%); 3,43 (dd, Jus'ms = 10,7 Hz; Jusema= 4 Hz, 1H, H-5"); 2,75 (d, Jon.
3m-3 = 4,7 Hz,1H, OH5'); 1,17 (s, 9H, OCOC(CHs)3). RMN '3C (100 MHz, CDCl,): &
177,9 (OC=0); 166,7 (NHCO); 158,6 (Cq, Car); 157,2 (Cq, Pac); 152,6 (C,); 151,5
(Ce); 148,4 (Cy); 144,4; 135,5 (Cq, Car); 142,2 (Cg); 130,1; 129,9; 128,1; 127.9;
122,4; 115; 114,9; 113,2 (CH, Car); 123,2 (Cs); 89,0 (OCH,0); 87,3 (Cy); 86,7
(OCq, DMTr)' 84,2 (Cs); 81,7 (C2); 70,5 (C3); 68,1 (NHCOCH,Ph); 62,9 (Cs); 55,3
(OCHa;, DMTT); 38,9 (Cq, OCOC(CHj3)s); 27,0 (OCOC(CHa)s). HRMS (FAB) calculé
pour C4sHagNsO10 [M+H]" : 818,3401; trouvé : 818,3397. ° _

Le composé obtenu 4c (550 mg, 0,67 mmol, 1 eq) est séché par
trois coévaporations avec CH3;CN anhydre. Puis le résidu est dissout dans du
CH2Clz anhydre (7 mL) et un mélange de N,N-diisopropyléthylamine (211 L, 1,21
mmol, 1,8 eq), de 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidite (223 uL, 1.
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mmol, 1,5 eq) et de CH.Cl, (0,5 mL) est ajouté goutte a goutte. Le mélange est

_agité sous argon, a température ambiante pendant 2h. Aprés cela, de l'acétate
d’éthyle est ajouté, le mélange réactionnel est versé dans une solution saturée de
NaHCO; et des extractions avec AcOEt sont effectuées.

Le mélange obtenu aprés séchage de l'extrait sur Na;SOs et
élimination du solvant, est purifié par chromatographie sur colonne de gel silice
avec un gradient de CH,Cl, (40-100%) dans du cyclohexane a\;ec 1% de pyridine.
Le monomeére ribonucléotidique désiré 5c est obtenu sous la forme d'une mousse
blanche aprés évaporation du solvant.

Rendement 5¢ : 540 mg, 79%.

RMN 3'P (121 MHz, CDCl5):5150,85; 150,80.

Exemple 4 : Synthése du N>-tert-butylphénoxyacétyl-2’-O-
pivaloyloxyméthyl-5’-0O-(4,4’-diméthoxytrityl) guanosine 3’-0-(2-cyanoéthyl-
N,N-diisopropylphosphoramidite) 5d.

Le composé synthétisé dans cet exemple est le monomere de
formule !l 5d dans lequel la nucléobase est la guanine protégée par du fert-
butylphénoxyacétyle, I'hydroxyle en position 5' est le diméthoxytrityle, le
groupement greffé sur I'hydroxyle en positon 3' est le 2-cyanoéthyl-N,N-
diisopropylphosphoramidite, et le groupement protecteuf de I'hydroxyle en position
2' du ribose est le pivaloyloxyméthyle.

On part ici du ribonucléoside 2d dont la nucléobase ainsi que le
groupement hydroxyle en position 5' du ribose sont protégeés.

A une solution de N-tert-butylphénoxyacétyl-5'-O-(4,4'-
diméthoxytrityl) guanosine 2d (2,6 g, 3,35 mmol, 1 eq) dans du DCE (15 mL) est
ajouté du tétrabutylammonium bromure (1,4 g, 4,36 mmol, 1,3 eq), de l'oxyde de
dibutylétain (1,1 g, 4,36 mmol, 1,3 eq), et du chlorométhyl pivalate (1,22 mL, 8,38 -
mmol, 2,5 eq). Le mélange réactionnel est chauffé sous irradiations micro-ondes
(puissance 300 W) a 75°C pendant 2h, refroidi et le solvant est évapore. Le
mélange réactionnel est soumis a une chromatographie sur colonne de gel de

silice avec un gradient d'acétone (0-15%) dans du dichlorométhane. Lisomére
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éluant en premier est le composé désiré 4d qui est obtenu sous la forme d'une
mousse blanche aprés évaporation du solvant.
Rendement 4d : 1,46 g, 49%.

RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCls): & 11,78 (s, 1H, NH-1); 9,09 (s, 1H, NHpyc);
7,79 (s, 1H, H-8); 7,36-6,73 (m, 18H, H ar, DMTr-tbuPac); 5,99 (d, Sz = 4.7
Hz, 1H, H-1)); 5,46; 5,36 (2das, Jas = 5,3 Hz, 1H+1H, OCH,0); ); 5,23 (s, 2H,
NHCOCH,Ph); 4,65 (t, *Jzmz nr = 4,7 Hz; 1H, H-2); 4,34 (m, 1H, H-3'); 4,17 (m,
1H, H-4'): 3,70 (s, 6H, 2 OCHs); 3,38 (dd, 2Jusms = 10,7 Hz; *Jpsine= 2,7 Hz, 1H,
H-5Y; 3,35 (dd, Wnsms = 10,7 Hz; *Jusoma= 2,9 Hz, 1H, H-5"); 2,49 (d, Jonams =
4,3 Hz,1H, OHy)); 1,24 (s, 9H, OCOC(CHs)3); 1,10 (s, 9H, thuPac). RMN *C (100
MHz, CDCl): 8 177,9 (OC=0); 169,9 (NHCO); 158,6 (Cq, Car); 155,2 (C¢); 154,2
(Caq, thuPac); 147,7 (C); 146,5 (C4); 145,9 (Cq, tbuPac), 144,3; 135,5 (Cq, Car);
137,0 (Cs); 130,1; 128,1; 127,1; 126,9; 126,8; 114,4; 113,3 (CH, Car); 122,3 (Cs);
89,3 (OCH,0); 86,8 (OCq, DMTr); 86,1 (C+); 84,0 (C2); 82,7 (Cs); 70,4 (C3); 67,1
(NHCOCH,Ph); 63,1 (Cs); 55,3 (OCH3, DMTT); 38,9 (Cq, OCOC(CHa)s); 34,3 (Cq,
PhC(CHs)3); 31.4 (PhC(CHj;)s); 27 (OCOC(CHza)3). HRMS (ESI) calculé pour
CagHssN5011 [M+H]' : 890,3976; trouvé : 890,3934.

Le composé obtenu 4d (700 mg, 0,79 mmol, 1 eq.) est séché par
trois coévaporations avec du CH3;CN anhydre. Puis le résidu est dissout dans du
CH,Cl, anhydre (5 mL) et un mélange de N,N-diisopropyléthylamine (247 ML, 1,42
mmol, 1,8 eq.), de 2-cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidite (265 pL,
1,19 mmol, 1,5 eq.) et de CH,Cl, (0,5 mL) est ajouté goutte & goutte. Le mélange
est agité sous argon, a température ambiante pendant 3 h. Apres cela, de
lacétate d’éthyle est ajouté, le mélange réactionnel est versé dans une solution
saturée de NaHCOs et des extractions avec AcOEt sont effectuées.

Le mélange obtenu aprés séchage de lextrait sur Na,SO, et
élimination du solvant, est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice
avec un gradient de CH,Cl; (40-100%) dans du cyclohexane avec 1% de pyridine.
Le monomeére ribonucléotidique désiré 5d est obtenu sous la forme d’'une mousse
blanche aprés évaporation du solvant. ‘

Rendement 5d : 646 mg, 75%.
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NMR 3'P (121 MHz, CD3CN): & 150.43, 149.67.

Le procédé décrit dans les exemples qui précedent pour obtenir
les composés 4a-d, et correspondant a la réaction d’introduction du groupement
pivaloyloxyméthyle, implique [lutilisation d'un appareil a micro-ondes. Cette
utilisation peut étre un frein a sa transposition a grande échelle pour la production
des ribonucléotides et le dévéloppement de la méthodologie de la synthése d’ARN
par le procédé de l'invention. Pour cette raison, I'invention propose également un
procédé de synthése des composés 5 ci-dessus ne comportant pas d'utilisation de
micro-ondes. Dans ce procédé, d’une part, la nucléobase Bp est protégée par un
groupe /PrPAC et, d’autre part, I'étape d'introduction du groupe pivaloyloxyméthyle
pour obtenir les composés 4 a été remplacée par la procédure generale suivante:

Les nucléosides 2a-d sont solubilisés dans du DCE ou de
I'acétonitrile anhydre, puis & température ambiante, sous agitation et sous argon
sont ajoutés [l'oxyde de dibutylétain (DBTO) puis le bromure de
tétrabutylammonium (TBAB) puis le chlorométhylpivalate ou le iodométhylpivalate
selon la nature du nucléoside. Le milieu réactionnel est alors chauffé et maintenu
a 70°C ou 75°C sous argon pendant des temps variant de 1h30 a 6h.

Par exemple, pour les composés dans lesquels Bp est G, on
procéde de la fagon suivante : |
Synthése du monomeére 2'-O-pivaloyloxyméthyl-5'-O-(4,4'-diméthoxytrityle)
uridine 4a : .

Nucléoside (1 eq), DBTO (1.3 eq), TBAB (1.3 eq), chlorométhylpivalate (2.5 eq)
dans acétonitrile a 70°C pendant 3 h.

Synthése du N*-acétyl-2'-O-pivaloxyoxyméthyl-6'-O-(4,4'-diméthoxytrityl)
cytidine 4b

Nucléoside (1 eq), DBTO (1.5 eq), TBAB (1.5 eq), chlorométhylpivalate (3 eq)
dans DCE a 75°C pendant 6 h.

Synthése du NE-Phénoxyacétyl-2’-O-pivaloyloxyméthyl-5°-O-(4,4’-
diméthoxytrityl) adénosine 4c

Nucléoside (1 eq), DBTO (1.3 eq), TBAB (1.3 eq), iodométhylpivalate (2.5 eq)
dans DCE a 70°C pendant 1 h 30.
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Synthése du Nz-iso-propylphénoxyacétyl-2’-O-pivaloyloxyméthyl-5’-0—(4,4’-
diméthoxytrityl) guanosine 4e.
Le composé 4e correspond au composé 4d décrit au schéma
genéral mais dans lequel Bp est protégée par le groupe PrPAC.
5 Nucléoside (1 eq), DBTO (1.3 eq), TBAB (1.3 eq), chlorométhylpivalate (3 eq)
dans DCE a 75°C pendant 3 h.

Exemple 5 : Synthése d’ARN simple brin de formule | par la

chimie des phosphoramidites avec X; qui est un groupe pivaloyloxyméthyle.

10 A partir des monomeéres obtenus 5a-d aux exemples 1 a 4, des
ARN simple brin ont été synthétisés.

Ces ARN protégés de formule | ont été préparés sur un

synthétiseur d’ADN ABI modéle 381A a une échelle de 1pmol, en utilisant les

monomeres 5a-d de formule |li obtenus aux exemples 1 a 4, dans les conditions

15 montrées au tableau 1 suivant.

Etape Opération Réactif - Temps (s)
1 Déblocage 3% DCA dans CH,Cl, 60
0,1 M amidite dans CH3CN
2 Couplage 180*

+ 0.3 M BMT dans CH;CN
(Pac).0 dans THF/pyridine
+10% NMI dans THF
4 Oxydation  0,1M I, dans THF/H,O/Pyr 20

Tableau 1

3 Masquage 200

DCA = acide dichloroacétique
BMT = benzylmercaptotétrazole

20 (Pac) 20 = anhydride phénoxyacétique
NMI = N-méthylimidazole

* Un temps de couplage de 300 secondes a également été appligué pour la
synthése des hétéropolyméres mais n'améliore pas significativement le

25 rendement de couplage.
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Les ARN protégés ON1 a ON5 (SEQ ID NO :1 a SEQ ID NO :5)
ont été synthétisés en utilisant du 5-benzylmercaptotétrazole (BMT) en tant
qu'activateur, une solution d'iode en tant qu'agent oxydant et un mélange

d'anhydride phénoxyacétique (Pac);O dans un mélange de THF/pyridine et N-

5 méthylimidazole (NMI) dans du THF en tant que solution de masquage.

Aprés la déprotection dans les conditions décrites ci-dessus, les
oligonucléotides correspondants aux ARN, déprotégés, ont été analysés par RP-
HPLC (Dionex DX 600) avec une colonne nucléosil 100-5 Cqs (150 x 4,6 mm;
Macherey-Nagel), par MALDI-TOF MS (Voyager Perpsective Biosystems) et

10 finalement purifiés par HPLC avec une colonne Delta-Pak (7,8 X 300 mm 15y Cys

15

20

100A; Waters).
Les ARN notés ON1 a ON5 ont été obtenus et avaient les

formules montrées au tableau 2 suivant :

ON Matériau
5'-séquence-3’ cT® oy N
SEQ ID NO brut®
1 U1dC 180 96,5 99,7 n.d’
2 UoTT 180 942 99,7 140
3 CCC GUAGCUGTT 180 91.1 99,1 86
4 UGC AUC CUC GAU ©~ 300 82,1 99.0 A130
GGU AAC GdCT
5 CGU UAC CAU CGA 300 83,8 991 125
GCA UCC AdAT |
Tableau 2
[@a]ON = oligoribonucléotides

]

temps de couplage (s) dans le cycle de synthése
automatisé

[c] OY = rendement global de couplage (%)'

[d] AY = rendement de couplage moyen par étape

[e] = matériau brut global (Unités D.O = densité optique)

mesuré a 260 nm par absorption UV
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[fln.d = non déterminé.

Exemple 6 v: Synthése des monoméres 2'-0O-acyloxyméthyl-5'-
0-(4,4'-diméthoxytrityl) uridine-3'-0-(2-cyanoéthy!-N,N-diisopropylphos-
phoramidite 12a-d.

Dans cet exemple, les monomeéres ribonucléotidiques de formule lll dans lesquels
la nucléobase est l'uracile, le groupe protecteur de I'hydroxyle en position 5' du
ribose est un groupe diméthoxytrityle et le groupe protecteur de I'hydroxyle en
position 2' du ribose est soit un groupe isobutyryloxyméthyle (composé 12a : 2-
O-isobutyryloxyméthyI—B’—O—(2-cyanoéthyI-N,N-diisopropylphosphoramidite)-5’-O—

(4,4'-diméthoxytrityl)uridine))), soit un groupe butyryloxyméthyle (composé 12b :
2’-O—butyryloxyrhéthyl-3’-O—(2-cyanoéthyI-N,N-diisopropylphosphoramidite)-5’—O-

(4,4’ -diméthoxytrityl)uridine, soit un groupe propionyloxyméthyle (composé 12c :
2’-O-propionyloxyméthyl-3’-O—(2-cyanoéthy|—N,N-diisopropylphosphoramidite)-5’—

O-(4,4'-diméthoxytrityl)uridine ))), soit un groupe acétyloxyméthyle : (composé '
12d: 2'—O-acétyloxyméthyl-3’-O—(2-cyanoéthyI—N,N-diisopropylphosphoramidite)—5’—
O-(4,4'-diméthoxytrityl)uridine ont été synthétisés selon le schéma genéral

suivant :
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La premiére étape de cette synthése consiste a préparer respectivement les

composés 9a a 9d suivants :
2'-O-isobutyryloxyméthyl-3',5'-O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyluridine (9a),
2'-O-butyryloxyméthyl-3’,5’-O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)uridine (9b),
2'-O-propionyloxyméthyl-3',5'-O-(tétraisopropyldisiloxane- 1 ,3-diyl)uridine (9c),
2'-O-acétyloxyméthyl-3’,5-O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)uridine (9d).

On procéde de la fagon suivante :

A une solution de 2'-O-méthylthiométhyl-3',5'-O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)uridine 8 (3,079, 5,61 mmol, 1eq) dans du
CH,Cl, (25 mL) a été ajouté goutte a goutte, sous argon, une solution de chlorure
de sulfuryle 1,0M dans du CH.Cl, (7,0 mL, 7,0 mmol, 1,25 eq). Le mélange
réactionnel a été agité a température ambiante pendant 2 heures. Apres la fin de
la réaction, le dérivé chlorométhyl éther a été obtenu sous la forme d'une mousse
brune aprés évaporation du solvant et a été directement utilisé dans I'étape
suivante.

A une solution du dérivé chlorométhyl éther dans du CH.Cl, (20
mL) a été ajouté goute a goutte une solution de potassium isobutyrate (1,22 g,
9,60 mmol, 1,72 eq), ou de sodium butyrate (1,06 g, 9,60 mmol, 1,72 eq) ou de
sodium propionate (922 mg, 9,60 mmol, 1,72 eq), ou de potassium acétate (926
mg, 9,60 mmol, 1,72 eq) et du dibenzo éther couronne-18-6 (1,48 g, 4,17 mmol,
0,75 eq) dans du CHyCl, (10mL) ou de I'éther couronne 15-5 (920 mg, 4,17 mmol,
0,75 eq), selon le cation. Aprés agitation a température ambiante pendant 3
heures, le mélange a été dilué avec de l'acétate d'éthyle et lavé avec de l'eau.
Une extraction avec de I'AcOEt a été mise en ceuvre et l'extrait a été séché sur
Na;SOs. Apréé concentration du solvant, le précipité éther couronne (seulement le
dibenzo éther couronne 18-6) a été éliminé par filtration et le filtrat a été évaporé.
Le mélange réactionnel a été soumis a une chromatographie sur colonne de gel
de silice avec un gradient d'AcOEt (0-50%) dans du cyclohexane. Les composés
voulus 9a, 9b, 9c et 9d ont été obtenus sous forme de mousses blanches apres

évaporation du solvant.
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'9a. (2,30 g, 70%). RMN "H (400 MHz, HH-COSY, CDCls) : 8,81 (s, 1H, NH) ; 7,80

(d, J wems = 8,1 Hz, 1H, H-6) ; 5,70 (s, 1H, H-1) ; 5,62 (d, J nsme= 8,1 Hz, 1H, H-
5) : 5,45 (2das, Jas = 6,5 Hz, 2H, OCH0) ; 4,25-4,14 (m, 3H, H-2', H-3', H-5a) ;
4.06 (dd, J = 1,8 Hz, J = 9,5 Hz, 1H, H-4") ; 3,90 (dd, J nsoma = 2,4 Hz, J = 13,6 Hz,
1H, H-5'b ) : 2,54 (hept, J = 7,0 Hz, 1H, C(O)CH) ; 1,18-0,83 (m, 22H, iPr).
RMN '3C (100 MHz, CDCls) : 176,6 (OC=0) ; 163,6 (C=0) ; 149,6 (C=0) ; 139,4
(C-6) ; 101,6 (C-5) ; 89,1 (C-1’) ; 87,6 (OCH;0) ; 81,7 (C-4) ; 81,3 (C-2') ; 67,8 (C-
3) ; 59,3 (C-5') ; 33,9 (C(O)CH) 18,8-18,7-17,5-17,6-17,4-17,3-17,2-17,1-16,9-
16,8 (CHs, iPr) ; 13,4-13,2-13,1-12,9-12,5 (CH, iPr).

9b. (2.90 g, 89%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCls) : 8,80 (s, 1H, NH) ; 7,79
(d, J nems = 8,1 Hz, 1H, H-6) ; 5,66 (s, 1H, H-1) ; 5,61 (dd, J nems= 8,1 Hz, J u.
sni = 2,1 Hz, 1H, H-5) ; 5,46 (s, 2H, OCH;0) ; 4,19-4,13 (m, 3H, H-2", H-3', H-5a’)
. 4,06 (dd, J yamsn = 1,8 Hz, J = 9.2 Hz, 1H, H-4) ; 3,90 (dd, J wsvme = 2,3 Hz, J
=13.6 Hz, 1H, H-5'0 ) ; 2,28 (td, J = 7,4 Hz, J = 1,3 Hz , 2H, C(O)CH.) ; 1,60 (sext,
J=7,4 Hz, 2H, CHag) ; 1,03-0,92 (m, 28H, iPr) ; 0,89 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHa,).

RMN '3C (100 MHz, CDCl3) : 173,2 (OC=0) ; 163,3 (C=0) ; 149,7 (C=0) ; 139,4
(C-6) ; 101,6 (C-5) ; 89,2 (C-1") ; 87,5 (OCH,0) ; 81,7 (C-4') ; 81,3 (C-2)) ; 67,8 (C-
3 : 59,3 (C-5) ; 36,1 (C(O)CH,) ; 18,1 (CHyg) ; 17,5-17,4-17,3-17,2-17,1-17,.0-
16,9-13,6-13,4-13,0-12,9-12,5 (iPr, TIPS and CHs,). |

9c. (2,37 g, 77%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCl3) : 9,18 (s, 1H, NH) ; 7,80
(d, J wems = 8,2 Hz, 1H, H-6) ; 5,67 (s, 1H, H-1") ; 5,61 (dd, J nsms= 8,1 Hz, J .
o= 1.6 Hz, 1H, H-5) : 5,45 (s, 2H, OCH;0) ; 4,20-4,13 (m, 3H, H-2', H-3', H-5a’)
- 4.06 (dd, J namso = 1,7 Hz, J = 9, Hz, 1H, H-4") ; 3,90 (dd, J nsbrie = 2,1 Hz, J =
13.6 Hz, 1H, H-5'b ) : 2,34 (q, J = 7.6 Hz, 2H, C(O)CH>) ; 1,08 (t, J = 7,5 Hz, 3H,
CHsg) ; 1.,3-0,88 (m, 28H, iPr).

RMN '3C (100MHz, CDCls) : 174,0 (OC=0) ; 163,6 (C=0) ; 149,8 (C=0) ; 139,3
(C-6) ; 101,6 (C-5) ; 89,2 (C-1') ; 87,5 (OCH,0) ; 81,7 (C4') ; 81,3 (C-2) ; 67,7 (C-
3) : 59,3 (C-5) ; 27,5 (C(O)C,) ; 17,5-17,4-17,3-17,2-17,1-17,.0-16,8-13,4-13,0-
12,9-12,5 (iPr, TIPS) ; 8.8 (CHap).
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9d. L’identification de ce composé est identique a celle décrite pour le méme
composé dans Parey et al, "First Evaluation of Acyloxymethyl or Acylthiomethyl
Groups as Biolabile 2'-O-Protections of RNA, Organic Letters", 2006, Vol.8, No.17,
3869-3872.

Puis les composés 2'-O-isobutyryloxyméthyl-uridine 10a, 2'-O-
butyryloxyméthyl-uridine 10b, 2’-O-propionyloxyméthyl-uridine 10¢c and 2-O-
acétyloxyméthyl-uridine 10d ont été synthétisés de la maniére suivante :

A une solution de 9a (2,30 g, 3,92 mmol, 1 eq) ou 9b (2,90 g, 4,94
mmol, 1 eq) ou 9¢ (2,37 g, 4,41 mmol, 1 eq) ou 9d (2,90 g, 5,19 mmol, 1 eq), une
solution d'EtsN.3HF (pour 9a : 767 uL, 15,68 mmol, 4 eq; pour 9b : 970 pL, 19,80
mmol, 4 eq; pour 9¢ : 865 L, 17,64 mmol, 4, eq et pour 9d : 1017 pL, 20,76
mmol, 4 eq) a été ajoutée. Aprés agitation entre 1h30 a 5h a température
ambiante, la déprotection était compléte et le mélange réactionnel a été traité avec
un tampon triéthy-lammoniu'macétate (2M, pH 7), puis évaporé. Le mélange brut a
été purifié par chromatographie sur gel de silice avec un gradient de MeOH (0O-
4,5%) dans CH;Cl,. Les composés voulus 10a a 10d ont été obtenus sous forme

de poudres blanches aprés une lyophilisation avec du dioxane.

10a. (1,25 g, 93%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, DMSO): 11,38 (s, 1H, NH) ;
7.2 (d, J nems = 8,2 Hz, 1H, H-6) ; 5,89 (d, J w1m= = 5,4 Hz, 1H, H-1") ; 5,68 (d, J
wsis = 8,0 Hz, 1H, H-5) : 5,37, 5.,3 (2das, Jas = 6,5 Hz 2H, OCH-0) ; 5,32 (s, 1H,
OH-3') ; 5,20 (s, 1H, OH-5") ; 4,26 (t, J = 5,2 Hz, 1H, H-2') ; 4,14 (s, 1H, H-3) ;
3,88 (dd, J namsp = 3,0 Hz, J = 6,9 Hz, 1H, H-4); 3,65 (dd, J n.5ams = 2,3 Hz, J 1.
samsb = 11,9 Hz, 1H, H-5'a) ; 3,57 (dd, J usome= 2,5 Hz, J nsorsa = 11,8 Hz, 1H,
H-5'b) ; 2,50 (hept, J cricHs= 7,0 Hz, 1H, C(O)CH) ; 1,07 (d, J crarch = 7,0 Hz, 3H,
CHs3), 1,06 (d, J charcr = 7.0 Hz, 3H, CHa).

RMN '3C (100 MHz, DMSO) : 176,0 (OC=0) ; 163,5 (C=0) ; 151,0 (C=0) ; 140,9
(C-6) ; 102,4 (C-5) ; 88,0 (OCH.0) ; 86,4 (C-1') ; 85,6 (C-4) ; 81,1 (C-2) ; 69,1 (C-
3'): 61,1 (C-5') ; 33,7 (C(O)CH) 18,9 (CHs, 2C).

10b. (1,56 g, 92%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, DMSO): 11,42 (s, 1H, NH) ;
7.92 (d, J ners = 8,1 Hz, 1H, H-6) ; 5,94 (d, J .oz = 5,5 Hz, 1H, H-1") ; 5,73 (d, J
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wsms = 8,1 Hz, 1H, H-5) ; 5,42, 5,25 (2das, Jas = 6,5 Hz 2H, OCH.0) ; 5,35 (s,
1H, OH-3") : 5,22 (s, 1H, OH-5'); 4,30 (t, J woms = 5,3 Hz, 1H, H-2') ; 4,19 (dd, J
namz = 5,2 Hz, J name = 9,3 Hz, 1H, H-3") ; 3,93 (dd, J pamsp = 3,1 Hz, J= 6,8
Hz, 1H, H-4"): 3,70 (d, J nsamss = 12,0 Hz, 1H, H-5'a) ; 3,62 (d, J nsom-5a = 12,0
Hz, 1H, H-5b) ; 2,30 (t, J chzwchze= 7,3 Hz, 2H, C(O)CHz,) ; 1,56 (sext, J
cHapicHza= J crzpicHay = 7,4 Hz, 2H, CHag), 0,91 (t, J craycrzs = 7,4 Hz, 3H, CHy).
RMN 3C (100 MHz, DMSO) : 172,2 (OC=0) ; 163,0 (C=0) ; 151,0 (C=0) ; 1404
(C-6) ; 101,9 (C-5) ; 87,5 (OCH,0) ; 86,0 (C-1) ; 85,1 (C-4) ; 80,7 (C-2') ; 68,7 (C-
3'): 60,6 (C-5') ; 35,3 (C(O)CHy) ; 17,6 (CH2p) ; 13,3 (CHg)).

10c. (1,25 g, 86%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, DMSO): 11,39 (s, 1H, NH) ;
7.93 (d, J wers= 8,1 Hz, 1H, H-6) ; 5,89 (d, J nrmz = 3,3 Hz, 1H, H-1) ; 5,69 (d, J

- H-5/H-6 = 8,1 HZ, 1H, H—5) ! 5,36, 5,23 (ZdAB, JAB = 6,5 Hz 2H, OCHzO) ) 4,25 (t, J H-

sma = 5.2 Hz, 1H, H-2) ; 4,14 (t, J = 4,5 Hz, 1H, H-3") ; 3,88 (dd, J Hasmsp = 3,0
Hz, J = 7,0 Hz, 1H, H-4') : 3,68-3,56 (m, 2H, H-5'a ; H-5'b) ; 2,30 (q, J cHaacH3s=
7.5 Hz, 2H, C(O)CHz4) ; 1,01 (t, J crapicHz = 7,5 Hz, 3H, CHzp)

NMR '3C (100 MHz, DMSO) : 173,0 (OC=0) ; 163,0 (C=0) ; 151,5 (C=0) ; 140,4
(C-6) ; 101,9 (C-5) ; 87,7 (OCH,0) ; 86,1 (C-1') ; 85,0 (C4) ; 80,8 (C-2') ; 68,6 (C-
3): 60,5 (C-5') ; 26,8 (C(O)CHy,) ; 8,6 (CHsg).

10d. Lidentification de ce composé est identique a celle décrite pour le méme
composé dans Parey et al, "First Evaluation of Acyloxymethyl or Acylthiomethyl
Groups as Biolabile 2'-O-Protections of RNA", Organic Letters, 2006, Vol.8, No.17,
3869-3872.

Ensuite, les composés 11a a 11d suivants ont été synthétisés :
2’-O-isobutyryloxyméthyl-5’-O-(4,4’-diméthoxytrityl)uridine 11a,
2'-O-butyryloxyméthyl-5’-0-(4,4’-diméthoxytrityl)uridine 11b,
2'’-O-propionyloxyméthyl-5'-O-(4,4’-diméthoxytrityl)uridine 11c
et 2'-O-acétyloxyméthyl—5’-O-(4,4’—diméthoxytrityl)uridine 11d.

Pour cela, les composés 10a (1,25 g, 3,64 mmol, 1 eq), 10b (1,46

g, 4,25 mmol, 1, eq), 10c (1,15 g, 3,49 mmol, 1 eq) et 10d (1,51 g, 4,77 mmol, 1
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eq) ont été séchés par trois coévaporations avec de la pyridine anhydre. Puis les
solutions de 10a a 10d dans de la pyridine anhydre (20 mL) ont été traitées avec
du chlorure de diméthoxytrityle (1,2 eq) ajouté en petites portions en 15 minutes.
Les réactions ont été agitées pendant 2 a 4 heures a température ambiante sous
argon. A la fin de la réaction, les mélanges ont été concentrés et du CH.Cl, a été
ajouté. Les solutions ont été verseées dans une solution de NaHCOj; saturée. Des
extractions avec du CH,Cl, ont été effectuées et les extraits ont été séchés sur
Na,SO,. Les mélanges obtenus aprés élimination du solvant ont été soumis a une
chromatographie sur colonne de gel de silice avec un gradient de CH2Cl> (80-
100%) dans du cyclohexane avec 1% de pyridine, puis de MeOH (0-1%) dans du
CH,Cl, avec 1% de pyridine. Les composés 11a a 11d voulus ont été obtenus

sous la forme de mousses blanches aprés évaporation du solvant.

11a. (1,89 g, 79%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCls) : 9,40 (s, 1H, NH) ;
7.93 (d, J nems = 8,2 Hz, 1H, H-6) ; 7,32-7,08 (m, 10H, Ha,) ; 6,79-6,75 (m, 3H,
Ha) : 5,88 (d, J wamz = 1,8 Hz, 1H, H-1") ; 5,50, 5,38 (2das, Jas = 6,3 Hz, 2H,
OCH,0) : 5,23 (d, J wsme = 8,6 Hz, 1H, H-5) ; 4,39 (m, 1H, H-3) ; 4,25 (dd, J nam.
o= 1.8 Hz, J nama = 5.2 Hz, TH, H-2") ; 3,95 (td, J namisa = J namse = 2,1 Hz, J .
ema= 7.6 Hz, 1H, H4') : 3,72, 3,71 (2s, 6H, OCHs) ; 3,46 (m, 2H, H-5'a, H-5'b) ;
2,52 (hept, J cricraz = 7,0 Hz, 1H, C(O)CH) ; 1,11 (2d, J crsicn = 7,0 Hz, 6H, CHy)
RMN "3C (100 MHz, CDCl3) : 176,6 (OC=0) ; 163,4, 150,3 (C=0) ; 158,8-158,7-
144,3-135,2-135,0 (Cq arom.) : 139,7 (C-6) ; 130,2-130,1-129,2-129,0-128,2-
128,1-128,0-127,2-125,3-123,8-113,3-113,1 (CH arom.) ; 102,2 (C-5) ; 88,2 (C-1")
. 87.7 (OCH,0) ; 87,1 (OCq, DMTr) ; 83,2 (C-4") ; 82,1 (C-2)) ; 68,5 (C-3) ; 61,2
(C-5') : 55,3 (OCH3, DMTT) ; 34,0 (C(O)CH) ; 17,8 (CHs, iPr).

11b. (2,26 g, 79%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCl3) : 9,20 (s, 1H, NH) ;
7.91 (d, J nems = 8,2 Hz, 1H, H-6) ; 7,33-7,14 (m, 10H, Hay) ; 6,79-6,75 (m, 3H,
Ha) : 5,88 (d, J nrmz = 1,8 Hz, 1H, H-1") ; 5,48, 5,38 (2das, Jas = 6,3 Hz 2H,
OCH,0) : 5,23 (dd, J nsm = 1,9 Hz, J wsms = 8,2 Hz, 1H, H-5) ; 4,43-4,37 (m, 1H,
H-3) : 4,26-4.24 (m, 1H, H-2) ; 3,72, 3,71 (2s, 6H, OCHs) ; 3,96-3,94 (m, 1H, H-4")
. 3.50-3,42 (m, 2H, H-5'a, H-5') ; 2,47 (d, J onama = 8,9 Hz, 1H, OH-3)) ; 2,27 (t,
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J=7.5Hz, 2H, C(O)CH,) ; 1.58 (sext, J crzpicriza = J crzpicray = 7.5 Hz, 2H, CHap);
0,88.(, J chayicrzg = 7.5 Hz, 3H, CHay).

RMN "3C (100 MHz, CDCly) : 173,1 (OC=0) ; 163,2, 150,2 (C=0) ; 158,8-158,7-
144,3-1352-1350 (Cq arom.) ; 139,8 (C-6) ; 130,2-130,1-129,1-129,0-128,1-
128.0-127.8-127,2-113,3-113,2-113,1 (CH arom.) ; 102,2 (C-5) ; 88,1 (C-1)) ; 87,7
(OCH,0) : 87,1 (OCq, DMTY) ; 83,2 (C-4) ; 82,0 (C-2)) ; 68,6 (C-3) ; 61,2 (C-5) ;
55,3 (OCH3, DMTY) ; 36,1 (C(O)CHy) ; 18,1 (CHzg) ; 13.6 (CHay).

11c. (1,81 g, 82%). RMN 'H (400 MHz, HH-COSY, CDCls) : 9,27 (s, 1H, NH) ;
7.91 (d, J neres = 8,1 Hz, 1H, H-6) ; 7,31-7,08 (m, 10H, Ha) ; 6,78-6,74 (m, 3H,
Ha) : 5.88 (d, J namz = 1,7 Hz, 1H, H-1)) ; 5,47, 5,39 (2das, Jas = 6,4 Hz 2H,
OCH0) ; 5,22 (dd, J s = 1,0 Hz, J sms = 8,1 Hz, 1H, H-5) ; 4,43-4,37 (m, 1H,
H-3") ; 425 (m, 1H, H-2)) ; 3,95 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-4) ; 3,72, 3,71 (2s, 6H,
OCHs) : 3,47-3.42 (m, 2H, H-5a, H-5'D) ; 2,48 (d, J onama = 8,5 Hz, 1H, OH-3) ;
2.31(q, J = 7.5 Hz, 2H, C(O)CHag) ; 1,07 (t, J crapicrza = 7,5 Hz, 3H, CHag).

RMN '3C (100 MHz, CDCls): 174,0 (OC=0) ; 163,4, 150,2 (C=0) ; 158,7-144,3-
141,5-135,3-135.0 (Cq arom.) ; 139,9 (C-6) ; 130,2-130,1-129,1-128,1-128,0-
127,8-127,7-127,2-127,1-113,3-113,2 (CH arom.) ; 102,2 (C-5) ; 88,1 (C-1) ; 87,8
(OCH;0) ; 87,1 (OCq, DMTr) ; 83,2 (C4') ; 82,0 (C-2) ; 68,6 (C-3) ; 61,2 (C-5) ;
55,3 (2C, OCHs, DMTT) ; 27,5 (C(O)CHy) ; 8,8 (CHap).

11d. L'identification de ce composé est identique a celle décrite pour le méme
composé dans Parey et al, "First Evaluation of Acyloxymethyl or Acylthiomethyl
Groups as Biolabile 2'-O-Protections of RNA, Organic Letters", 2006, Vol.8, No.17,
3869-3872.

Enfin, les monoméres de formule Ill ont été synthétisés.

2'-O-isobutyryloxyméthyl-3'-O-(2-cyanoéthyl N,N-
diisopropylphosphoramidite)-5'-O-(4,4-diméthoxytrityl)uridine 12a, 2'-O-
butyryloxyméthyl—3’—O—(2-cyanoéthyI-N,N-diisopropylphosphoramidite)-5’-O-(4,4’—
diméthoxytrityl)uridine 12b, 2’-O-propionyloxyméthyl-3'-O-(2-cyanoéthyl-N,N-
diisopropylphosphoramidite)-5'-O-(4,4'-diméthoxytrityl)uridine 12c et 2'-O-
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acétyloxyméthyl-3’-O—(2—cyanoéthyI-N,N—diisopropylphosphoramidite)—5’—O-(4,4’-
diméthoxytrityl)uridine 12d.

A Pour cela, les composés 11a (1,77 g, 2,74 mmol, 1 eq), 11b (2,17
g, 3,36 mmol, 11c (1,80 g, 2,85 mmol) et 11d (1,65 g, 2, 67 mmol) ont été séchés
par trois coévaporations avec du CH3;CN anhydre. Puis, le résidu a été dissout
dans du CH,Cl, anhydre (14 mL) et un mélange de N,N-diisopropyléthylamine
(pour 11a : 859 pL, 4,93 mmol, 1,8 eq; pour 11b : 1050 pL, 6,06 mmol, 1,8 eq;
pour 11¢ : 894 pL, 5,13 mmol, 1,8 eq; et pour 11d : 838 uL, 4,81 mmol, 1,8 eq), et
de 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidite (pour 11a : 917 pL, 4,11
mmol, 1,5 eq; pour 11b : 1120 pL, 5,04 mmol, 1,5 eq; pour 11c : 954 uL, 4,28
mmol, 1,5 eq; pour 11d : 895 pL, 4,01 mmol, 1,5 eq) et CHCl; (2 mL) a été ajouté
goutte a goutte. Le mélange a été agité sous argon, a température ambiante,
pendant 3 heures. Aprés la fin de la réaction, de l'acétate d’éthyle a été ajouté, le
mélangé réactionnel a été versé dans une solution de NaHCOj3 saturée et des
extractions avec de 'AcOEt ont été mises en ceuvre. Le mélange, obtenu aprés
séchage de l'extrait sur Na;SO, et élimination du solvant a été purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec un gradient de CH,ClI, (50-
100%) dans du cyclohexane avec 1% de pyridine. Les phosphoramidites voulus
12a a 12d ont été obtenus sous la forme de mousses blanches aprés évaporation
du solvant.
12a. (1.63 g, 70%). RMN *'P (121 MHz, CD3CN): & (ppm): 150.35, 149.15.
12b. (1.85 g, 66%). Rmn *'P (121 MHz, CD3CN): & (ppm): 150.31, 149.09.
12c. (1.93 g, 81%). RMN 3P (121 MHz, CD3CN): & (ppm): 150.30, 149.01.
12d. (1.14 g, 52%). RMN *'P (121 MHz, CD3CN): 5 (ppm): 150.31, 148.96.

Exemple 7 : Synthése d’ARN simple brin de formule | par la
chimie des phosphoramidites avec X3 qui est un groupe
isobutyryloxyméthyle ou un groupe butyryloxyméthyle ou un groupe
propionyloxyméthyle ou un groupe acétyloxyméthyle.

A partir des monoméres obtenus 12a-d a I'exemple 6, des ARN

simple brin ont été synthétisés.
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Ces ARN protégés de formule | ont été préparés selon le procédé
identique a celui décrit dans 'exemple 5 pour I'obtention des ON4 a ONS.
Les ARN notés ON6 a ON9 de séquence identique U1oTT ont été obtenus avec

les résultats montrés au tableau 3 suivant :

ON®! X3 CTPr oY  AYM  Matériau
UsoTT brut®
6 isobutyryloxyméthyle 180 75.9 98.5 122
7 Butyryloxyméthyle 180 68.4 98.1 130
8 Propionyloxyméhtyle 180 77.9 98.7 100
9 Acétyloxyméthyle 180 70.7 98.3 120
Tableau 3
[a] ON = oligoribonucléotides
[b] = temps de couplage (s) dans le cycle de synthése
automatisé
[c] OY = rendement global de couplage (%)
[d] AY = rendement de couplage moyen par étape

matériau brut global (Unités D.O = densité optique)

le]

mesuré a 260 nm par absorption UV

ll est & noter que les groupes X; isobutyryloxyméthyle et
butyryloxyméthyle ont été enlevés de 'ARN de formule | en 15 min par le
traitement a 'ammoniaque concentré et les groupes Xs propionyloxyméthyle et
acétyloxyméthyle ont été enlevés en moins de 5 min par le traitement a
I'ammoniaque concentré méme si ce traitement a été prolongé jusqu’a 1h30 pour

rompre complétement le lien succinyle avec le support solide et libérer les ARN.

Exemple 8 : Digestion enzymatique d’ARN

Les ARN ON4 et ON5 obtenus a I'exemple 5 (2 unités de DO a
260 nm) ont été incubés avec une nucléase P1 (0,25 unités) (specifique des
coupures. de liaisons internucléosidiques 3'-5°) a 37°C pendant 48h.

Puis, une phosphatase alcaline (2,5 unités) et un tampon (50 mM
Tris-HCI, pH 9,3, contenant 1 mM de MgCl;, 0,1 mM de ZnCl, et 1 mM de
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spermidine; concentrations finales) ont été ajoutés pour donner un volume total de
115 pl et le mélange a été incubé a 37°C pendant 24h supplémentaires. Le
mélange réactionnel a été analysé par HPLC.

Les ARN ont été complétement dégradés pour donner les quatre
ribonucléosides naturels ce qui prouve l'intégrité des liaisons internucléotidiques

3'-5'. Aucune liaison non naturelle 2’-5’ n’a été détectée.

. Exemple 9 : Test in vitro d’un siARN obtenu par le procédé
de I'invention

L'activité du duplex siARN obtenu a partir des ARN simple brin
ON4 et ONS5 hybridés ensemble a été évaluée dans un test ARN interférence qui
cible 'ARN messager de 'oncogéne Ret/PTC1 impliqué dans le cancer papillaire
de la thyroide.

Cette activité du duplex siARN ON4/ON5 obtenu par la méthode
de linvention a été comparée a lactivitt du méme duplex siARN AS fourni par
Eurogentec et synthétisé par une autre voie de synthése (méthode 2'-TBDMS).

Les cellules utilisées pour tester le siARN obtenu étaient des
fibroblastes murins NIH/3T3 transfectés de fagon stable par un vecteur pBAB
exprimant I'oncogéne humain Ret/PTC1. La culture de cellules a été effectuée
dans un milieu DMEM (GIBCO) contenant 10% de sérum bovin de nouveau né
inactivé par la chaleur (10%, GIBCO), de la péniciline (100 U/ml), de la
streptomycine (100 ug/ml, GIBCO), et de la puromycine (2,5 pg/ml Sigma) a 37°C
avec 5% de CO, dans une atmosphére humide.

Cette culture de cellules a été ensuite traitée avec le siARN
obtenu a partir des ARN simple brin ON4 et ON5 ainsi qu'avec le siARN AS
commercial.

Un jour avant le traitement, 3.10° cellules ont été ensemencées
sur des plaques a six puits. Une transfection a été effectuée en mélangeant 0,05
nmol de siARN dans 50 pl de tampon Hepes 10 mM, pH 7,2, 100 mM de NaCl
avec 2 pg de cytofectine (GTS) dans 50 pl du méme tampon. Aprés 10 minutes
d'incubation a température ambiante, les complexes orit été ajoutés aux cellules

dans 900 pl de milieu de culture frais contenant du sérum pendant 24h.
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L'expérience a été effectuée en triple. Les séquences de contréle du siARN sont
SEQ ID NO: 6 : 5-GCCAGUGUCACCGUCAAGGdAdG-3' et SEQ ID NO: 7: 5-
CCUUGACGGUGACACUGGCATAT-3' et ont été fournies par Eurogentec. Ce
sont des séquences aléatoires non spécifiques de 'TARNm vigé.

Puis, la détection de l'expression.de 'ARNm Ret/PTC1 a été
effectuée par RT-PCR. L'extraction de 'ARNm a été effectuée avec le réactif
TRIzol (Invitrogen) comme indiqué par le fabricant. Apres détermination de la
concentration par spectrométrie UV, 1 pg de I'ARN total ‘provenant soit des
cellules de contrdle, soit des cellules traitées ont été incubés avec Mo-MuLV RT
(Promega), comme indiqué par le fabricant, dans 20 pl de volume final pendént 1h
a 42°C. Puis I'expression de TARNm Ret/PTC1 a été déterminée par PCR sur 2 ul
de produits de transcription inverse dans 50 ul de milieu réactionnel comprenant la
Taq Polymerase (Ozyme). ‘

Les amorces suivantes ont été utilisées pour I'amplification de
Ret/PTC1 (290 pb) amorce antisens : SEQ ID NO: 8: 5'-
CTGCTTCAGGACGTTGAA-3' et amorce sens SEQ ID NO: 9: 5-
AGATAGAGCTGGAGACCTAC-3".

Le GAPDH (531 pb), géne codant pour I'enzyme glyceraldehyde
3—phosphéte deshydrogenase, a été utilisé comme contréle du fonctionnement de
la transcription inverse (RT) avec les séquences amorces SEQ ID NO :10: 5'-
GACAACTCACTCAAGATTGTCAG-3' et  SEQ ID NO 11 5'-
CATTGTCATACCAGGAAATG-3".

Les produits de PCR ont été obtenus aprés 21 ou 32 cycles,
respectivement, et analysés par électrophorése sur gel d'agarose a 2% avec un
tampon Tris Acétate EDTA (TAE) [0,5x]. Les fragments d'ADN ont éte détectés
sous illumination \UV aprés coloration avec du bromure d'éthydium et ensuite une
quantification a été effectuée avec un systéme d'analyse par ordinateur couplé a
une cameéra (Syngene). Les expériences ont été effectuées en triple.

Ces différentes expériences (faites en triple) ont montré que le
SiARN double brin obtenu a partir des ARN ON4 et ON5, eux-mémes obtenus par
Ié méthode de linvention avait une meilleure activité pour rendre silencieux le

géne (60% d'inhibition) que le siARN AS double brin de méme séquence acheté et
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fabriqué par la méthode chimique de protection avec le TBDMS (40% d'inhibition).
Cette meilleure activité pourrait étre expliquée par une pureté plus élevée de
I'ARN double brin de linvention purifié par RP-HPLC en comparaison au siARN
AS purifié par PAGE.

Dans tous les cas, ce résultat confirme l'intégrité et la pureté des
ARN synthétisés par la méthode de l'invention.

Il apparaitra clairement a I'homme de lart que tout autre
groupement protecteur des nucléobases, et des hydroxyles en position 3' et 5' du
ribose bien connus, peuvent étre utilisés, a condition que le groupement
protecteur de I'hydroxyle en position 3' soit baso-labile de-type acyloxyalkyle ou
acylthioalkyle.

De plus, il apparaitra clairement a 'homme du métier que le
traitement avec I'ammoniaque utilisé pour déprotéger I'hydroxyle en position 2 et
les fonctions amines exocycliques des nucléobases de 'ARN synthétisé permet
également, et en méme temps, de libérer 'ARN de son support solide, lorsqu'il est
li& au support solide par un lien baso-labile tel qu'un lien succinyle ou Q-linker.

De plus, bien que dans la description qui précéde et les
revendications annexées, le groupe protecteur X ait é&té décrit comme étant choisi
parmi des groupes acido-labiles, il apparaitra clairement a 'homme de l'art que
des groupes fluor-labiles ou baso-labiles appropriés connus de 'homme du métier

pourront également étre utilisés pbur protéger I'hydroxyle en position 5’ du ribose.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de libération d'un ARN simple brin a partir d'un ARN

simple brin, protégé et lié par un lien a un support solide, de formule | suivante :

x,o—pr
o]

| °®
O—P— Bp
Gl L}W
o}
_ <|3 T
X0-P— Bp
! ‘I’ % g
o i
o}
5 OX, X6
Formule |

dans laquelle : .
- X4 est H ou un groupe protecteur d'hydroxyle choisi parmi un
groupe diméthoxytrityle, un groupe monométhoxytrityle et un groupe pixyle, de
10  préférence un groupe diméthoxytrityle,
- X, est H ou un groupe protecteur du phosphate p-éliminable,
de préférence un groupe cyanoéthyle, |
- Xz est un groupe baso-labile protecteur des hydroxyles en

position 2' du ribose de formule A suivante :
0

]
— CH__ / \
X R

Formule A

15

dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHg, et R est choisi parmi

un groupe alkyle en C4 a C, linéaire ou ramifié et un groupe R4-O-Rz dans lequel
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R, est un groupe alkyle en C1 a C; et R; est un groupe CH; ou CH2CH»-O-CH; ou
aryle,

- Xgreprésente I'ensemble lien-support,

- Xg est H ou un groupe OX3 oy OAc,

- Bp est une nucléobase thymine naturelle ou modifie lorsque
Xg est H ou uracile naturelle ou modifiée lorsque Xs est OX3 ou OAc, ou adénine
naturelle ou modifiée protégée, ou cytosine naturelle ou modifiée protégee, ou
guanine naturelle ou modifiée protégée quelque soit Xs, et

- n est un entier supérieur ou égal a 0,

caractérisé en ce qu'il comprend une étape a) de traitement de
I'ARN simple brin protégé lié a un support de formule | avec une base choisie
parmi la pipéridine, la 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU), la triéthylamine,
a température ambiante, pour libérer le phosphate des liens internuciéosidiques
3-5', lorsque X, est différent de H, suivie d'une étape b) de traitement de 'ARN
.partiellement libéré obtenu a Il'étape a), avec une base choisie parmi
lammoniaque concentré, la méthylamine, le carbonate de potassium, a
température ambiante.

2. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que, dans
lla formule I, X3 est un groupe de formule A.

3. Procédé selon la revendication 1 ou 2 caractérisé en ce que,
dans la formule |, X3 est un groupe pivaloyloxyméthyle, ou un groupe
isobutyryloxyméthyle, ou un groupe butyryloxyméthyle ou un groupe
propionyloxyméthyle, ou un groupe acétyloxyméthyle. ’

4. Procédé selon Il'une quelconque des revendications
précédentes caractéris€é en ce que, dans la formule |, la nucléobase Bp est
l'uracile naturelle ou modifiée.

5. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 3
caractérisé en ce que, dans la formule |, les quatre nucléobases uracile, adénine,
cytosine et guanine, naturelles ou modifiées, sont présentes et en ce qu'a I'étape
b) l'enlévement du groupe protecteur X3 est effectuée par traitement avec de

l'ammoniaque, puis ajout de 15% en volume par rapport au volume total
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d'ammoniaque, d'isopropylamine, puis évaporation sous pression réduite du milieu
de déprotection.

6. Procédé selon l'une quelconque des revendications
précédentes caractérisé en ce que I'ARN, protégé et lié a un support, de formule |,
est lié a un support solide par un lien baso-labile.

7. Procédé de synthése d'un ARN simple brin caractérisé en ce
qu'il comprend les étapes suivantes :

a) liaison a un support solide d'un monomeére de formule Il
suivante

X40 o Bp

OH Xg
Formule il
dans laquelle :
- Xy est un groupe diméthoxytrityle,
- Xg est H ou un groupe OAc ou OX; dans lequel X; est un
groupe de formule A suivante :
T
|
SN
Formule A
dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHj, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C; a C, linéaire ou ramifié et un groupe R4-O-R; dans lequel
R, est un groupe alkyle en C; a C; et R; est un groupe CH; ou CH2CH>-O-CHj3 ou
aryle,
- Bp est une nucléobase thymine naturelle ou modifiée lorsque
Xs est H ou une nucléobase uracile naturelle ou modifiée lorsque Xs est OAc ou
OX; ou alors une nucléobase adénine naturelle ou modifi€ée protégée ou une

nucléobase cytosine naturelle ou modifiée protégée ou une nucléobase guanine

naturelle ou modifiée protégée quelque que soit Xe,
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b) assemblage, avec le monomére de formule Il lié a son support

obtenu a I'étape a), d'au moins un monomére de formule 1ll suivante :

Bp
X,0 o
OXg OX5
Formule Il

dans laquelle X, Bp, X3 sont tels que définis pour la formule 1l et
Xs est un groupe hydrogénophosphonate monoester ou phosphoramidite, de
préférence un groupe 2-cyanoéthyl-N, N-diisopropylphosphoramidite, ce par quoi
on obtient un ARN simple brin protégé lié a un support de formule |, et

c) optionnellement traitement par un milieu acide de 'assemblage
obtenu a I'étape c), et

d) libération de I'ARN simple brin protégé lié a un support obtenu
a I'étape b) ou a l'étape c), par le procédé de libération selon I'une quelconque des
revendications 1 a 6.

8. Procédé de synthése d'un ARN simple brin selon la
revendication 7 caractérisé en ce qu'il comprend de plus, avant I'étape b), une
étape a’) de synthése d'un monomeére de formule Iil consistant en les étapes
suivantes :

a) protection des amines exocycliques des nucléobases Bp,
lorsque la nucléobase Bp est différente de l'uracile naturelle ou modifiée,

b) protection de I'hydroxyle en position 5' du sucre ribose,

c) protection de I'nydroxyle en position 2' du sucre ribose avec
un groupe de formule A, et |

d) fonctionnalisation de I'hydroxyle en position 3' du sucre ribose
avec un groupe hydrogénophosphonate monoester ou phosphoramidite, de
préférence un groupe 2-cyanoéthyl —N,N-diisopropylphosphoramidite.

9. Procédé de synthése d'un ARN double brin caractérisé en ce
quiil comprend la synthése d'un ARN simple brin selon le procéde de la
revendication 7 et 'hybridation de 'ARN simple brin ainsi synthétisé avec un ARN

simple brin ayant une séquence complémentaire.
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10. Procédé de synthése selon la revendication 8 ou 9 caractérisé

en ce que I'ARN double brin est un siARN.
11. Procédé de synthése d'un monomére de formule lll suivante:

X;0— o 5P

OXg OX5
5 Formule lli

dans laquelle
- Bp est une nucléobase uracile naturelle ou modifi€ée ou une

nucléobase adénine naturelle ou modifiée protégée ou une nucléobase cytosine
naturelle ou modifiée protégée ou une nucléobase guanine naturelle ou modifiée
10  protégée,
- Xqest un groupe diméthoxytrityle,
- Xsest un groupe baso-labile de formule A suivante :

o
i |

|
— i x/ \R
Formule A
15 dans laquelle X est O ou S, R' est H ou CHj, et R est choisi parmi
un groupe alkyle en C1 a C4 linéaire ou ramifié et un groupe R1-O—R2 dans lequel
R1 est un groupe alkyle en C; a C; et R, est un groupe CH; ou CH,CH>-O-CHj3 ou
" aryle,
- Xs est'un groupe hydrogénophosphonate ou phosphoramidite,
20 de préférence un groupe 2-cyanoéthyl-N,N-diisopropylphosphoramidite
a partir d'un monomére ribonucléoside de formule IV suivante :
HO o Bp
OH OH
Formule IV

dans laquelle Bp est une nucléobase naturelle ou modifiée uracile,

25 adénine, cytosine, ou guanine,
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caractérisé en ce qu'il consiste en les étapes suivantes :

a) protection des amines exocycliques des nucléobases Bp,
lorsque la nucléobase Bp est différente de |'uracile naturelle ou modifiée,

b) protection de I'nydroxyle en position 5' du sucre ribose,

c) protection de I'hydroxyle en position 2' du sucre ribose avec
un groupe protecteur de formule A, et ,

d) fonctionnalisation de I'hydroxyle en position 3' du sucre ribose
avec un groupe hydrogénophosphonate monoester ou phosphoramidite, de
préférence un groupe 2-cyanoéthyl —N, N-diisopropylphosphoramidite.

12. Procédé selon la revendication 11 caractérisé en ce qu'a
I'étape c) le groupe protecteur est un groupe de formule A choisi parmi un groupe
pivaloyloxyméthyle, un groupe isobutyryloxyméthyle, un groupe
butyryloxyméthyle, un . groupe propionyloxyméthyle, et un  groupe
acétyloxyméthyle.

13. Procédé selon la revendication 11 ou 12 caractérisé en ce
qu'a I'étape c), le groupe de formule A est un groupe pivaloyloxyméthyle.

14. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 13
caractérisé en ce qu'a l'étape b), le groupe protecteur est un groupe
diméthoxytrityle

15. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 14
caractérisé en ce qu'a I'étape d) le groupe Xs est un groupe 2-cyanoéthyl-N,N-
diisopropylphosphoramidite.

16. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 15
caractérisé en ce que la nucléobase est la cytosine naturelle ou modifiée et en ce
que le groupe protecteur a I'étape a) est un groupe acétyle.

17. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 16
caractérisé en ce que la nucléobase est I'adénine naturelle ou modifiée et en ce
que le groupe protecteur a |'étape a) est un groupe phénoxyacétyle.

18. Procédé selon l'une quelconque des revendications 12 a 15
caractérisé en ce que la nucléobase est la guanine naturelle ou modifiée et en ce
que le groupe protecteur a I'étape a) est un groupe tert-butylphénoxyacétyle ou

iso-propylphénoxyacétyle.
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Date a laquelle Ia recherche internationale a été effectivement achevée Date d’expédition du présent rapport de recherche internationale
5 novembre 2009 _ 13/11/2009

Nom et adiesse postale de Fadministration chargée de la recherche internationale | Fonctionnaire autorise
Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk ) : . )
Tel. (+31-70) 340-2040, + :
Fax: (+31-70) 340-3016 ’ Klein, Did
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Demande internationale n°
RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE PCT/FR2009/0‘00624
Cadren°. Il Observations - lorsqu’il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire I’ obget d une recherche

(suite du point 2 de la premiére feuille)

Le rapport de recherche internationale n'a pas été établi en ce qui concerne certaines revendlcatlons conformément a Particle 17 .2)a) pour
les raisons suivantes : .

1 D Les revendications n°®

se rapportent a un objet a I'égard duquel I admlmstratlon chargée de la recherche mternataonale n'est pas tenue de procéder a
la recherche, a savoir :

2. D Les revendications n°®
parce qu'elles se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions
prescrites pour qu'une recherche significative puisse étre effectueé, en particulier :

3. D Les revendications n°s

parce qu’elles sont des revendlcatlons dépendantes et ne sont pasrédigées conformément aux dispositions de la deuxieme et
de la troisiéme phrases de la regle 6.4.a).

Cadre n°.lll Observations - lorsqu’il y a absence d’unité de I'invention (suite du point 3 de la premiére feuille)

L’administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir;

~voir feuille supplémentaire

1. l:] Comme toutes les taxes additionnelles exigées ont été payées dans les délais par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire 'objet d'une recherche.

2. m Comme toutes les revendications qui se prétent a la recherche ont pu faire I'objet de cette recherche sans effort particulier
justifiant des taxes additionnelles, 'administration chargée de la recherche internationale n’a sollicité le paiement d'aucunes
taxes de cette nature.

3. D Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandées a été payée dans les délais parle déposant, le présent rappon
de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont été payées, & savoir les
revendications n°s:

4. D Aucunes taxes additionnelles demandées n'ont été payées dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur 'invention mentionnée en premier lieu dans les revendications; elie est couverte
par les revendications n°®:

Remarque quant 3 la réserve Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant et, le cas
échéant, du paiement de la taxe de réserve.

Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant mais la taxe
de réserve n'a pas été payée dans le délai prescrit dans l'invitation.

D Le paiement des taxes additionnelles n'était assorti d'aucune réserve:

Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiére feuille (2)) (avril 2005)
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCTASA/ 210

L’administration chargée de la recherche internationale a trouvé

plusieurs (groupes d’) inventions dans la demande internationale,
a savoir:

1. revendications: 1-10

Procédé de syhthése/déprotéction d’un ARN selon les
revendications 1-10

2. revendications: 11-18

Procédé de synthése d’un monomére selon les revendications
11-18. _ ’ )




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseignements relatits aux membres de familles de brevets - -

Demande internationale n°

_ PCT/FR2009/000624
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport'de recherche _ publication " famille de brevet(s) publication
CN 1900103 A . 24-01-2007  AUCUN
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