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Abréviations

A : unité acétylée

Ac : acétyle

ACS : acide camphosulfonique

AIBN : 2,2’-azobisisobutyronitrile

Bn : benzyle

Bz : benzoyle

CAN : ammonium cérium (IV) nitrate

CCM : chromatographie sur couche mince

COSY : correlation spectroscopy

D : unité désacétylée

d : doublet

dd : doublet dédoublé

DA : degré d’acétylation

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-éne

DCM : dichlorométhane

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : diméthylformamide

DMM : diméthylmaléoyle

DMSO : diméthylsulfoxyde

DMTST : diméthyl(méthylthio)sulfonium triflate
DP : degré de polymérisation

éq : équivalent

ES+MS : spectrométrie de masse électrospray positive
GlcN : glucosamine

GIcNAc : N-acétylglucosamine

HMBC : heteronuclear multiple bond coherence
HSQC : heteronuclear single quantum coherence
LG : groupe partant (leaving group)

Maldi : matrix-assisted laser desorption ionization
MeOTf : trifluorométhanesulfonate de méthyle

MP : 4-méthoxyphényle
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MS : tamis moléculaire (molecular sieves)

m : multiplet

NBS : N-bromosuccinimide

NIS : N-iodosuccinimide

PhSeOTf : trifluorométhanesulfonate de benzenesélényle
Phth : phthalimido

PMB : p-méthoxybenzyle

Rf : rapport frontal

RMN : résonance magnétique nucléaire

s : singulet

SM-HR (ES+) : spectrométrie de masse haute résolution électrospray positive
Ta : température ambiante

TBAA : acétate de tetra-n-butylammonium

TBAF : fluorure de tetra-n-butylammonium

TBDMS : tert-butyldiméthylsilyle

TBDPS : tert-butyldiphénylsilyle

TCA : trichloroacétyle

TCP : tétrachlorophthaloyle

TESOTS : trifluorométhanesulfonate de triéthylsilyle
Tf : triflate (CF350;)

TFA : acide trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

TMSOTf : trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle
t : triplet

Z : benzyloxycarbonyle
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« Patience et longueur de temps font plus que force ni que rage »
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Le chitosane est un copolymére linéaire constitué d’unités 2-acétamido-2-désoxy-
B-D-glucane (GlcNAc) et 2-amino-2-désoxy-B-p-glucane (GlcN) reliées par une
liaison B-(1—4). Bien que présent dans la nature, il est principalement obtenu par
N-désacétylation de la chitine, le polymére le plus abondant dans la biomasse avec
la cellulose. Le chitosane est un biopolymére biocompatible, biorésorbable et
bioactif. Il possede d’importantes propriétés biologiques et trouve de nombreuses
applications dans les domaines : du biomédical, de ’agriculture, de ’alimentaire,
des cosmétiques...

Le chitosane a toutefois un usage restreint in vivo en raison de sa faible solubilité
dans les conditions physiologiques et de sa forte viscosité en milieu acide, liée a
son caractere de polyélectrolyte cationique.

Les chitooligosaccharides, issus de la dégradation du chitosane, connaissent un
intérét croissant. Leur faible masse molaire leur donne un accés plus large a
certaines propriétés physicochimiques et pourrait avoir une forte influence sur la
bioactivité observée lors de 'utilisation du chitosane sous forme de gel, de fibre,
de film ou d’éponge.

Si les chitooligosaccharides possedent d’intéressantes propriétés biologiques, leur
bioactivité semble dépendre de leur structure. L’établissement d’une relation
structure - activité est donc indispensable au développement de cette famille de
composés. Or, a ce jour, les études menées sur les chitooligosaccharides utilisent
des mélanges d’oligomeres. La taille et la structure des composés responsables de
’activité biologique sont donc difficiles a controler. En effet, aucune méthode ne
permet actuellement d’obtenir des chitooligosaccharides possédant une structure
et une architecture parfaitement définies. Les voies conventionnelles, chimiques
ou enzymatiques, consistent a dépolymériser le chitosane sans controle des
structures obtenues. Quelques synthéses sont reportées, mais elles sont limitées a
la préparation d’homo-chitooligosaccharides.

Aucune loi de comportement n’a donc pu étre établie, bien qu’une telle relation
soit un outil trés important pour permettre le développement des

chitooligosaccharides dans leurs nombreuses applications potentielles.
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L’objectif de ce travail est de mettre au point une nouvelle méthode de
préparation de chitooligosaccharides, par synthése chimique, en partant des deux

monomeres, permettant d’obtenir des structures parfaitement définies.

L’étude bibliographique va dans une premiére partie brievement décrire le
chitosane, ses propriétés et ses applications. Puis les intéréts des
chitooligosaccharides seront mis en avant par U’étude de leurs propriétés et
applications. Dans une troisieme partie, nous détaillerons les méthodes de
préparation de ces composés existant a ce jour, ainsi que leurs limites concernant
’obtention d’une structure définie. Enfin, nous nous intéresserons a la synthese
chimique d’oligosaccharides, voie que nous avons choisie de suivre pour atteindre

notre objectif.

Le chapitre intitulé « Résultats et discussion » détaillera précisément la stratégie
que nous avons développée pour la synthése de diverses structures définies de
chitooligosaccharides. Puis la synthése des quatre chitodisaccharides sera décrite,
ainsi que leur transformation sélective afin d’obtenir des chitooligosaccharides de
degré de polymérisation supérieur a deux. Dans une derniere partie, nous
étudierons les propriétés physico-chimiques de ces quatre chitodisaccharides en
déterminant leurs pK apparents, et ce afin d’obtenir des informations concernant

une relation structure - activité.

Pour terminer, les analyses et caractérisations effectuées sur les différents
composés synthétisés au cours de ce travail seront détaillées dans la partie

expérimentale.
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Chapitre bibliographique

[8,]

1.Introduction

La chitine est le polysaccharide le plus abondant dans la biomasse avec la
cellulose. Il s’agit d’un copolymere linéaire constitué d’unités p-glucosamine (GlcN)
et N-acétyl-p-glucosamine (GlcNAc) reliées par une liaison glycosidique B-(1—4). La
chitine est présente dans les cuticules, ou exosquelettes, des arthropodes
(crustacés, insectes, arachnides) ainsi que dans ’endosquelette des céphalopodes
(calamars, seiches). Elle est également présente dans les parois cellulaires et la
matrice extracellulaire de la plupart des champignons, de certaines levures et
algues.

Le chitosane est également un copolymere linéaire constitué d’unités b-
glucosamine (GlcN) et N-acétyl-p-glucosamine (GlcNAc) reliées par une liaison B-
(1—4). Il se trouve a U’état naturel dans la paroi cellulaire de certains
microorganismes (champignons, bactéries, levures et algues), mais dans des
quantités relativement restreintes [1]. Au niveau industriel, il est principalement
produit par N-désacétylation de la chitine.

La chitine et le chitosane possedent la méme structure chimique décrite dans le
schéma 1 et ne se différencient que par la fraction molaire des motifs acétylés le

long de la chaine polymeére, appelée degré d’acétylation (DA).

OH
NH,

HO LO 0
NH OH
Ko

DA

100-DA

Schéma 1 : structure chimique de la chitine et du chitosane

Il n’existe pas de nomenclature officielle précise. La distinction entre chitine et
chitosane est alors fonction de leurs propriétés de solubilité [2]. Le chitosane est
suffisamment N-désacétylé pour étre soluble en milieu acide dilué par protonation
des groupements amine, ce qui correspond a des degrés d’acétylation inférieurs a
70%. Il est par contre insoluble dans les solvants organiques. Quant a la chitine,

elle est insoluble en milieu aqueux et dans les solvants organiques usuels, mais se
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solubilise dans le diméthylacétamide (DMAc) ou la N-méthylpyrolidone en présence
de chlorure de lithium [1].

Le chitosane est utilisé notamment pour élaborer des hydrogels [3-5], des films [6,
7], des fibres [6, 8-11] ou des éponges [12, 13]. Grace a leur biocompatibilité [14],
leur biorésorbabilité [15] et leur non-toxicité [16], ces matériaux peuvent étre
utilisés dans le domaine biomédical pour produire des sutures chirurgicales [17-20],
de la peau artificielle [21-24], du tissu osseux [25, 26], des lentilles de contact
jetables [27, 28]... Le chitosane trouve également des applications dans les
domaines : de l’agriculture (mécanismes de défense et stimulation de croissance
des plantes, ou élicitation [29-33], protection contre le gel, enrobage des
semences [34-38]), du traitement de l’eau et des déchets (clarification de l'eau,
suppression des ions métalliques, réduction des odeurs) [26, 39-41], de
’alimentation (fibres alimentaires [42], réduction du cholestérol [43-47],
conservateur [48], stabilisant, enrobage protecteur des fruits), des cosmétiques
(maintien de ’humidité de la peau, traitement de l’acné [49], amélioration de la
souplesse des cheveux, dentifrice [50-52]) [53], de la pharmacie (produits
immunologiques, antitumoraux, hémostatiques, anticoagulants, bactériostatiques)
[54].

La chitine peut étre utilisée pour former des fibres [55, 56] ou des films [6]. Ces
produits sont non allergéniques et antibactériens [57]. Les fibres de chitine
peuvent par exemple étre utilisées dans l’industrie papetiére pour améliorer la
résistance du papier [58], ou dans le domaine alimentaire (clarification des jus de
fruits) et le traitement des polluants industriels. Mais sa principale application
concerne les domaines médical et pharmaceutique ou elle est utilisée comme

pansement [6, 59] ou comme vecteur de médicaments [60, 61].

La chitine et le chitosane sont donc exploités dans de nombreux domaines mais
malgré leurs intéressantes propriétés, ces composés présentent plusieurs
inconvénients pour étre utilisés dans des applications biologiques. D’une part, leur
faible solubilité dans les conditions physiologiques et leur forte viscosité peuvent
limiter leur usage in vivo. D’autre part, l’appareil digestif humain ne possede pas
d’enzymes spécifiques telles que la chitinase ou la chitosanase capables

d’hydrolyser la liaison B-glycosidique de ces biopolymeres.
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De nombreuses études se sont par conséquent intéressées a des oligomeres de
chitine et chitosane appelés chitooligosaccharides (COS) possédant une plus faible
masse molaire afin de pallier les problémes rencontrés avec le polymeére, tout en
espérant apporter une intéressante bioactivité, a caractére spécifique. Nous
détaillerons dans un premier temps le potentiel des chitooligosaccharides en
décrivant les principales propriétés biologiques mises en évidence par ces études
ainsi que les applications potentielles qui en découlent. Dans une deuxiéme partie,
nous examinerons les différentes méthodes existant a ce jour pour préparer les

chitooligosaccharides.
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(o]

2.Intéréts des chitooligosaccharides

2.1. Propriétés

Contrairement au chitosane, les chitooligosaccharides sont solubles dans ’eau en
raison notamment de leur plus courte longueur de chaine et de leurs propriétés
électrostatiques différentes de celles du polymeére [62]. Leur faible viscosité et leur
plus grande solubilité a pH neutre ont ainsi attiré Uintérét de nombreux
chercheurs. Une étude sur U’évaluation de la sécurité d’une exposition par voie
orale aux chitooligosaccharides a conclu que la dose létale (LDso) chez les souris
était supérieure a 10g/kg/jour (largement au-dela de celle du saccharose), aucune
mutation génétique ni symptome anormal ou déces n’ont été observés [63]. De
méme, aucune anomalie n’a été détectée dans les organes lors de ’examen. Cette
étude conclue donc qu’a court terme ’ingestion orale de chitooligosaccharides est
non toxique. Une étude antérieure avait déja montré que les chitooligosaccharides
n’entrainent aucun effet toxique apres ingestion orale de 0.5, 1 et 2 g/kg/jour par
des rats pendant 28 jours [64]. Puisque ces composés sont biocompatibles et
biodégradables, ils peuvent étre utilisés dans des applications biologiques. Des
recherches ont été menées sur la bioactivité des chitooligosaccharides et il a été
montré qu’ils possedent notamment des activités antimicrobienne, antitumorale,

élicitrice et antifongique.

2.1.1. Activité antimicrobienne

De nombreuses recherches ont été menées sur 'étude des propriétés
antimicrobiennes des chitooligosaccharides [65-77]. Y. Wang et al. [66] ainsi que X.
Wei et al. [70] ont montré que ’activité antimicrobienne des chitooligosaccharides
augmente lorsque les degrés d’acétylation et de polymérisation diminuent. Le
chitotétrasaccharide avec un degré d’acétylation de 10% est le plus actif pour
inhiber la croissance de plusieurs bactéries.

En revanche, K. Ueno et al. [65] ont mis en évidence que des chitooligosaccharides
possédant un degré d’acétylation de 50% avec une masse molaire inférieure a 2 200
g.mol” (DP 12) ne sont pas capables de supprimer la croissance microbienne tandis
que des chitooligosaccharides de méme degré d’acétylation mais de masse molaire

de 5 500 g.mol’ (DP 30) la diminue. La croissance microbienne est méme
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pratiquement supprimée par un chitooligosaccharide de masse molaire de 9 300
g.mol”’ (DP 51). Les auteurs ont également déterminé la concentration minimale
supprimant la croissance bactérienne pour chacun de ces chitooligosaccharides.
Ces concentrations minimales sont respectivement de 0.004% et 0.032% pour les
chitooligosaccharides de masses molaires de 9 300 g.mol™" et 5 500 g.mol™” tandis
que dans le cas d’un chitooligosaccharide de 2 200 g.mol', méme a une
concentration de 0.5% aucune activité antimicrobienne n’est observée. Ces
résultats semblent indiquer que Uactivité antimicrobienne des
chitooligosaccharides augmente avec leur degré de polymérisation.

Les différentes études portant sur Uactivité antimicrobienne des
chitooligosaccharides conduisent a des résultats contradictoires concernant
’évolution de cette activité en fonction des parametres structuraux. Cette
propriété semble dépendre des degrés d’acétylation et de polymérisation, mais a
ce jour aucune loi de comportement n’a été établie. Il a toutefois été suggéré que
les groupements amine présents dans la structure des chitooligosaccharides
joueraient un role important dans l’activité antimicrobienne en interagissant avec
les groupes acide carboxylique chargés négativement des macromolécules a la
surface des bactéries. Il en résulterait la formation de complexes polyélectrolytes
[69, 78], créant une couche imperméable et supprimant l’activité métabolique de
la bactérie en bloquant le transfert des nutriments a travers la paroi cellulaire. Les
chitooligosaccharides pourraient donc altérer la perméabilité membranaire des

cellules microbiennes, empéchant ainsi la transfection cellulaire [79].

2.1.2. Activité antitumorale

Plusieurs équipes se sont intéressées a l’étude de l’activité antitumorale des
chitooligosaccharides [80-90]. K. Suzuki et al. [81] ont montré que les
chitohexasaccharides (GlcN)g et (GlcNAc)y inhibent la croissance des tumeurs S180
(sarcoma 180) et MM46 (mouse mammary 46) implantées dans des souris.
L’injection intraveineuse de (GlcNAc)e sept jours apres limplantation de la tumeur
entraine une inhibition respectivement de 85 et 83% de la croissance des tumeurs
S180 et MM46. L’injection du chitooligosaccharide (GlcN)s inhibe la croissance des
mémes tumeurs respectivement de 93 et 55%. Ces deux chitooligosaccharides

possedent le méme degré de polymérisation, mais la modification du degré
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d’acétylation entraine des taux d’inhibition différents. Plusieurs études sur
différentes tumeurs ont confirmé que le chitooligosaccharide (GlcNAc), possede
une forte activité antitumorale [80, 83, 89].

Y.-J. Jeon et al. [82] ont étudié ’activité de chitooligosaccharides possédant un
degré d’acétylation de 0% et des degrés de polymérisation inférieurs a 9, compris
entre 9 et 34 ou supérieurs a 34 sur ’inhibition des tumeurs S180 et U14 (Uterine
cervix carcimona No. 14) implantées dans des souris. Le mélange de
chitooligosaccharides de degrés de polymérisation variant de 9 a 34 possede une
plus grande activité antitumorale que les mélanges de degrés de polymérisation
inférieurs a 9 ou supérieurs a 34.

Un mélange de tétramere et pentameére possédant un degré d’acétylation de 42%
est également capable d’inhiber la croissance des cellules tumorales S180 apres
une administration orale et intrapéritonéale [88]. Contrairement aux autres
molécules biologiques, [’activité antitumorale des chitooligosaccharides peut étre
exercée suite a une administration orale et ses effets sont similaires a ceux
obtenus aprés une injection intrapéritonéale [88].

Il semblerait que LUactivité antitumorale ne soit pas due directement a la
destruction des cellules cancéreuses, mais plutot a ’augmentation de la production
de lymphokines. Cette augmentation entrainerait U'effet antitumoral par la
prolifération de lymphocytes T [91].

Les différentes recherches menées sur LUactivité antitumorale des
chitooligosaccharides semblent indiquer que cette activité varie lorsque les degrés
d’acétylation et de polymérisation sont modifiés. Mais aucune étude ne permet a

ce jour de mettre en évidence une relation structure - activité précise.

2.1.3. Activité élicitrice

Un éliciteur est une substance capable, dans certaines conditions, de stimuler les
mécanismes de défense naturelle de la plante, a trés faibles doses, de l’ordre du
ppm. Ces défenses naturelles seraient dirigées soit contre des bio-agresseurs
(maladie, ravageur), soit contre des stress abiotiques comme ceux provoqués par le
gel ou la sécheresse. Le terme éliciteur faisait initialement référence aux

molécules capables d’induire la synthese et I’accumulation de phytoalexine dans
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les cellules des plantes [92], mais il est maintenant utilisé pour les molécules
stimulant tout mécanisme de défense des plantes [93-96].

abondamment étudiée [96-103]. L.-A. Hadwiger et al. [96] se sont intéressés a la
capacité des chitooligosaccharides (GlcN)4, (GlcN)s et (GlcN)s d’augmenter la

résistance aux maladies des pois. Alors que les deux premiers ne montrent aucune

......

......

degrés de polymérisation compris entre 4 et 12, et avec des degrés d’acétylation
variant de 13 a 76%, sur des pois et des haricots. Les mélanges dont le degré
d’acétylation est de 13 et 36% montrent la plus grande activité élicitrice pour
’induction de phyto alexine dans les deux systémes. En revanche, le mélange de
chitooligosaccharides de degré d’acétylation 73% présente une tres faible activité.
J.-C. Cabrera et al. [98] ont étudié U’influence des degrés de polymérisation et
d’acétylation sur U’activation de défense dans une culture de cellules Arabidopsis
thaliana. Les chitooligosaccharides de degrés de polymérisation de 5 a 9 avec un
degré d’acétylation de 0% possedent une plus forte activité élicitrice que les
chitooligosaccharides de méme degré d’acétylation mais de degrés de
polymérisation compris entre 3 et 6. Lorsqu’ils ont acétylé leurs
chitooligosaccharides, ils ont observé une activité élicitrice maximale pour un
degré d’acétylation de 65%. Au-dela de cette valeur, ’activité diminue.

P. Vander et al. [97] ont confirmé U'influence du degré d’acétylation sur U’activité
élicitrice des chitooligosaccharides. Les oligomeres de GIlcN de degrés de
polymérisation variant de 5 a 7 ne montrent aucune activité élicitrice lorsqu’ils
sont injectés dans les feuilles de Triticum aestivum L., tandis que les oligomeres
de GlcNAc de degrés de polymérisation supérieurs a 7 sont actifs.

Selon le systeme étudié, il apparait donc que les chitooligosaccharides n’ont pas la
des parametres structuraux que sont les degrés d’acétylation et de polymérisation.
Les études menées a ce jour indiquent que les chitooligosaccharides doivent avoir
un degré de polymérisation supérieur a 4 pour entrainer une réponse biologique
mais il n’est pas possible de généraliser quant a une structure type responsable

d’une activité précise [102].
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2.1.4. Activité antifongique

Quelques études ont mis en évidence que les chitooligosaccharides possedent une
activité antifongique et que celle-ci serait influencée par les degrés de
polymérisation et d’acétylation. Hirano et Nagano [104] ont étudié ’influence du
degré de polymérisation sur LUinhibition de la croissance de plusieurs
phytopathogenes. Un mélange de chitooligosaccharides possédant un degré
d’acétylation de 0% et des degrés de polymérisation variant de 2 a 8 posseéde une
plus forte inhibition de croissance qu’un chitosane de masse molaire de 400 000
g.mol’ (DA 0% et DP 2484) contre Fusarium oxysporum, Phomopsis fukushi et
Alternaria alternata. Y. Shimai et al. [105] ont montré Uinfluence du degré
d’acétylation. Un chitooligosaccharide de degré d’acétylation 0% possede une plus
grande activité antifongique contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Saccharomyces cerevisiae qu’un chitooligosaccharide de méme degré de

polymérisation mais possédant un degré d’acétylation de 100%.

L’activité antifongique des chitooligosaccharides serait due au fait que ces
composés contiennent des unités p-glucosamine dans leur structure. Ils possedent
donc un caractere polycationique. Cette propriété leur permettrait de réagir avec
les groupes chargés négativement des champignons, leur conférant ainsi une
activité antifongique [106]. Le mécanisme d’inhibition des chitooligosaccharides
contre les champignons est similaire a celui précédemment décrit pour [’activité
antimicrobienne. La formation de complexes polyélectrolytes entre les
chitooligosaccharides et les charges négatives a la surface des cellules interfererait
directement sur la croissance des champignons. Il en résulterait que l’activité
antifongique des chitooligosaccharides dépendrait de la distribution de charges le
long de la chaine oligomére et varierait en fonction des degrés d’acétylation et de
polymérisation, méme si aucune étude n’a été menée pour établir une relation

entre ’activité antifongique et la structure des chitooligosaccharides.
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2.1.5. Autres activités

Quelques études ont également décrit des activités hypocholestérolémiante,
antivirale ou antioxydante pour les chitooligosaccharides, ainsi que leur capacité a

réguler la pression artérielle ou a accélérer ’absorption in vivo du calcium.

Activité hypocholestérolémiante :

L’activité hypocholestérolémiante a été étudiée par M. Sugano et al. [107] qui ont
mis en évidence la relation entre la diminution du taux de cholestérol chez les rats
et la masse molaire moyenne des chitooligosaccharides ajoutés a leur régime
alimentaire. Ils ont montré que les chitooligosaccharides possédant un degré
d’acétylation de 0% et une masse molaire comprise entre 8 000 et 20 000 g.mol™
(DP 49 a 124) sont aussi efficaces qu’un chitosane de 300 000 g.mol™ (DP 1863 et
DA 0%) tandis que les chitooligosaccharides de degré de polymérisation inférieur a
5 ne montrent aucune activité.

I. lkeda et al. [108] ont étudié lactivité hypocholestérolémiante de
chitooligosaccharides de masses molaires moyennes de 2 000 (DP 11), 5000 (DP
27), 10 000 (DP 57) et 20 000 g.mol’ (DP 116) possédant tous un degré
d’acétylation de 20%. Les composés possédant la plus grande activité sont ceux
dont la masse molaire est comprise entre 10 000 et 20 000 g.mol ™', tandis que ceux
dont la masse molaire est de 5 000 g.mol”’ ne montrent qu’un trés faible effet.
L’activité hypocholestérolémiante des chitooligosaccharides semble donc dépendre
de leur masse molaire et une valeur limite existerait puisque dans cette étude les
chitooligosaccharides de faibles degrés de polymérisation n’entrainent pas de

réduction du taux de cholestérol.

Activité antivirale :

Quelques recherches ont permis de mettre en évidence ’activité antivirale des
chitooligosaccharides [109, 110]. Il a été montré que lorsque le degré de
polymérisation diminue, l’activité antivirale est plus faible. En revanche, lorsque le
degré d’acétylation diminue, l'activité antivirale est améliorée. Il a donc été
suggéré que ’activité antivirale serait directement reliée a la présence des charges
positives sur les fonctions amine présentes dans les chitooligosaccharides et

dépendrait des degrés d’acétylation et de polymérisation. Le mécanisme de
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’activité antivirale n’est pas bien compris, mais une explication possible pourrait
étre que les charges positives des groupes amine activeraient les systémes

immunitaire et de défense chez les plantes et les animaux [106].

Activité antioxydante :

Il a également été montré que les chitooligosaccharides possedent un pouvoir anti-
radicaux libres et antioxydant. P.-J. Park et al. [111] ont étudié cing mélanges de
chitooligosaccharides de masses molaires respectives supérieure a 10 000 g.mol™" (>
DP 60), 5 000-10 000 g.mol™" (DP 30 a 60), 3 000-5 000 g.mol™" (DP 18 & 30), 1 000-3
000 g.mol”" (DP 6 a 18) et inférieure & 1 000 g.mol™ (< DP 6) obtenus a partir d’un
chitosane avec un degré d’acétylation de 7% et une masse molaire de 280 000
g.mol’ (DP 1708). Les auteurs ont obtenu les meilleurs résultats avec les
chitooligosaccharides possédant une masse molaire comprise entre 1 000 et 3 000
g.mol” (DP 6 a 18). La méme équipe a ensuite étudié l’activité antioxydante de
neuf sortes d’hétéro-chitooligosaccharides possédant des masses molaires
comprises entre 5 000 et 10 000 g.mol™", entre 1 000 et 5 000 g.mol, et inférieures
a 1 000 g.mol™ avec des degrés d’acétylation de 10, 25 et 50% [112]. Les auteurs
ont montré que les chitooligosaccharides de masse molaire comprise entre 1 000 et
5 000 g.mol™ possédant un degré d’acétylation de 10% présentent la plus grande
activité antioxydante. Ces résultats sembleraient indiquer que le pouvoir
antioxydant dépend a la fois de la masse molaire et également du degré

d’acétylation des chitooligosaccharides.

Activité de régulation de la pression artérielle :

Une étude sur la régulation de la pression artérielle a été réalisée avec les mémes
neuf sortes de chitooligosaccharides [113] que ceux utilisés pour U’étude de
’activité antioxydante, comme décrit ci-dessus. L’équipe de Park a ainsi montré
que les chitooligosaccharides de masses molaires comprises entre 1 000 et 5 000
g.mol” et possédant un degré d’acétylation de 50% ont la plus grande activité de

régulation de la pression sanguine.
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Activité d’absorption in vivo du calcium :

La capacité des chitooligosaccharides a accélérer ’absorption in vivo du calcium a
été montrée par Y.-J. Jeon et al. [114]. Dans cette étude, un mélange de
chitooligosaccharides possédant un degré d’acétylation de 0% et des degrés de
polymérisation variant de 3 a 7 permet d’accélérer |’absorption in vivo du calcium
chez les rats. Ceci se traduit par [’augmentation de la résistance mécanique de
leur fémur, alors que dans le méme temps, la quantité de calcium retrouvée dans

les déjections diminue.

Les travaux effectués sur la bioactivité des chitooligosaccharides mettent en
évidence les nombreuses propriétés de cette famille de composés aussi bien dans le
monde animal que végétal. Ces structures possedent un fort potentiel et peuvent

trouver des applications dans divers domaines.

2.2. Applications

Grace a leurs intéressantes propriétés biologiques décrites ci-dessus, les
chitooligosaccharides sont susceptibles d’étre utilisés dans de nombreux domaines
tels que la médecine et la pharmacie (effets protecteurs contre les infections
bactériennes, agents antitumoraux, diminution du cholestérol, accélération de
’absorption du calcium), [’agriculture (enrobage des semences [115]), U'industrie
alimentaire (agents antimicrobiens, conservateurs), les cosmétiques [62]...

Grace a leurs propriétés antimicrobiennes, les chitooligosaccharides peuvent
trouver des applications dans le domaine de la conservation de produits
alimentaires. Par exemple, ’ajout de 4g/L de chitooligosaccharides permet de
conserver le jus de pomme a 37°C pendant 70 jours au lieu de 9 jours grace a leur
pouvoir bactériostatique [116]. Un brevet récent fait état d’une solution de
chitooligosaccharides avec un degré d’acétylation de 0% et une masse molaire
inférieure a 3 000 g.mol” (DP < 18) utilisée sous forme de film de protection afin
d’améliorer la conservation des filets de poisson [117]. Un mélange de
chitooligosaccharides possédant un degré d’acétylation de 0% et des degrés de

polymérisation variant de 1 a 8 permet d’améliorer la conservation du lait [118].
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Les propriétés antimicrobiennes des chitooligosaccharides peuvent également étre
exploitées par l'industrie textile. Ainsi, deux chitooligosaccharides possédant un
degré d’acétylation de 0% et des degrés de polymérisation respectifs de 3 et 10 ont
été incorporés dans des tissus en coton [119, 120]. Aprés cinquante lavages, les
tissus contenant 2.4% de chitooligosaccharides sont capables de maintenir une
réduction des bactéries de 95% pour le DP 3 et de 100% pour le DP 10. De plus, ces
tissus résistent plus longtemps a l’usure entrainée par les lavages.

Les chitooligosaccharides peuvent aussi intéresser les domaines pharmaceutique et
biomédical. Des chitooligosaccharides de degrés de polymérisation variant de 1 a
30 sont par exemple additionnés a des gels ou des cremes pour améliorer la
vectorisation des médicaments [121]. L’utilisation de chitooligosaccharides dans
des chewing-gum [122] ou des dentifrices [123] permettrait de limiter les caries

grace a leurs propriétés antimicrobiennes.

2.3. Conclusion sur intérét des

chitooligosaccharides

De nombreuses études ont été menées afin de déterminer la bioactivité des
chitooligosaccharides. Les résultats indiquent que ces composés possedent de
nombreuses activités biologiques telles que des activités antimicrobienne,
antitumorale, élicitrice, antifongique, hypocholestérolémiante, antivirale ou
antioxydante. Les chitooligosaccharides permettent également de réguler la
pression artérielle ou d’accélérer I’absorption in vivo du calcium. Il semblerait que
ces propriétés biologiques dépendent de la longueur de la chaine oligosaccharide
ou degré de polymérisation (DP) et soient optimales pour des DP variant de 5 a 8,
ainsi que du nombre d’unités N-acétyl-p-glucosamine ou degré d’acétylation (DA).
Méme si la plupart des travaux mettent en évidence la variation de [’activité
étudiée en fonction de ces deux parameétres structuraux, aucune loi de
comportement n’a été déterminée. Un troisieme parametre pourrait également
régir ’activité des chitooligosaccharides. Il s’agit de la distribution des deux unités
constitutives N-acétyl-p-glucosamine et D-glucosamine le long de la chaine
oligomeére. Mais aucune étude a ce jour n’a permis de montrer ’influence de ce

dernier parametre.
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D’autre part, précisons que la plupart des travaux étudiant la bioactivité des
chitooligosaccharides a principalement été menée avec des mélanges possédant
aussi bien des degrés de polymérisation que des degrés d’acétylation moyens. Dans
ces conditions, il est difficile de déterminer quelles sont les structures
oligosaccharides réellement responsables de ’activité biologique. Afin de pallier
cet inconvénient, il est primordial d’obtenir des chitooligosaccharides avec des
structures parfaitement définies et caractérisées. Dans ce contexte, plusieurs

méthodes de préparation de chitooligosaccharides ont été développées.
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3.Préparation des chitooligosaccharides

Grace aux propriétés variées et intéressantes des chitooligosaccharides ainsi que
des nombreuses applications potentielles en découlant, le développement de
méthodes efficaces pour leur préparation connait un fort intérét depuis quelques
années. Deux stratégies d’obtention ont été développées : 'une par dégradation
de la chitine et du chitosane, l’autre par synthese selon des procédés chimiques ou

enzymatiques.

3.1. Préparation par dégradation de la chitine et

du chitosane

Plusieurs méthodes permettent de cliver les liaisons glycosidiques de la chitine et
du chitosane, conduisant ainsi aux chitooligosaccharides. Cette voie a été la
premiere explorée car la chitine est facilement accessible et abondante. Les
méthodes de dégradation de la chitine et du chitosane font appel a des procédés
chimiques ou enzymatiques. Quelques méthodes physiques ont également été

reportées.

3.1.1. Méthodes chimiques
3.1.1.1. Hydrolyse acide

La méthode chimique « classique » permettant d’obtenir les oligomeéres de chitine
et chitosane a partir du polymere est ’hydrolyse acide. En effet, comme tous les
polysaccharides, le chitosane et la chitine peuvent étre hydrolysés en raison de la
liaison glycosidique présente dans la molécule. Cette liaison est relativement
instable lorsqu’elle est mise en présence d’un agent hydrolysant, comme par
exemple les solutions acides. Les liaisons glycosidiques sont clivées durant
’hydrolyse, conduisant a une diminution des masses molaires. Le mécanisme
d’hydrolyse décrit dans le schéma 2 fait intervenir dans une premiere étape la
protonation de l’atome d’oxygene de la liaison glycosidique. L’étape limitante de
ce mécanisme correspond a la rupture de la liaison entre l’atome d’oxygene

exocyclique et le carbone anomere. La structure résultante est un ion
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oxocarbénium cyclique, qui réagit ensuite avec une molécule d’eau pour former le

sucre réducteur.

chitine/chitosane

R=AcouH
l étape limitante
OH OHg
-0 Q -0 O\
HO HO
NHR OH NHR
H+
H,O
+ +
NHR NHR
HO =~ HO ~<
HO 3 HO 0
OH OH

Schéma 2 : hydrolyse acide de la chitine et du chitosane [124]

Le chitosane étant soluble dans les acides dilués, a U’exception de [’acide
sulfurique, cette réaction a lieu en milieu homogene. En revanche, [’hydrolyse
acide de la chitine se produit dans des conditions hétérogénes puisque cette
derniere n’est pas soluble en milieu aqueux.

La premiére préparation d’oligomeres de chitosane a été effectuée par S. Horowitz
et al. en 1957 [125]. Au cours de cette étude, les auteurs ont mis en évidence que
le temps de I’hydrolyse est déterminant quant a la taille des chitooligosaccharides
formés. En effet, un chitosane possédant un degré d’acétylation de 0% a été
hydrolysé par réaction avec de l’acide chlorhydrique 4 N a 53°C pendant 48 h pour
obtenir des oligomeéres de p-glucosamine avec des degrés de polymérisation variant
de 1 a 6, les DP 1 et 2 étant majoritaires. Apres 72 h d’hydrolyse, seul le
monosaccharide p-glucosamine est isolé. En revanche, si l’hydrolyse ne dure que 24
h, un mélange de chitooligosaccharides constitué essentiellement de degrés de

polymérisation variant de 4 a 6 est récupéré.
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Outre le temps de réaction, 'efficacité de U’hydrolyse dépend également de la
concentration en acide, de la température ou du degré d’acétylation du chitosane.
Domard et Cartier [126] ont par exemple montré que les oligoméres de b-
glucosamine de degrés de polymérisation jusqu’a 40 peuvent facilement étre
obtenus par hydrolyse d’un chitosane totalement désacétylé dans ’acide
chlorhydrique 12 M a 72°C pendant 90 minutes, puis séparés par chromatographie
d’exclusion stérique avec wune solution tampon acide acétique/acétate
d’ammonium comme éluant.

L’hydrolyse acide de la chitine et du chitosane par HCl est une méthode simple a
mettre en ceuvre puisque seule ’action de [’acide chlorhydrique permet d’obtenir
les chitooligosaccharides. Il s’agit d’un procédé peu colteux mais il faut prendre
en compte le fait que le processus de séparation demande beaucoup de temps et
ne conduit qu’a un faible rendement en chitooligosaccharides. De plus, les
conditions réactionnelles sont dures et risquent d’entrainer une modification
chimique du cycle glucosidique. Un autre inconvénient est que cette méthode
conduit soit a une dépolymérisation compléte, soit a une large polydispersité. Afin
de pallier ces problémes, d’autres méthodes de préparation ont été étudiées et
d’autres acides ont été utilisés pour hydrolyser le chitosane comme les acides
phosphorique [127], trichloroacétique [128], formique [129] ou lactique [130]. La
dépolymérisation de la chitine et du chitosane a également été effectuée par

acétolyse, fluorohydrolyse et désamination nitreuse.

3.1.1.2. Acétolyse

T. Inaba et al. [131] ont utilisé la chitine comme produit de départ pour une
acétolyse. La liaison glycosidique est clivée par ’action de ’anhydride acétique
dans lacide sulfurique pour conduire a la formation de N-
acétylchitooligosaccharides peracétylés (schéma 3) avec de bons rendements et
une forte reproductibilité.
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OH NHAc acétolyse avec OAc NHAC
-0 O HO ~ _Ac0H;S0, =g o] , Ao -
HO 0] o) AcO OAC AcO 0
NHAc OH NHAc OAc
chitine
NaOMe,

CHCl3-MeOH (1:1)

OH NHAc
‘~~O O + HO =
HO OH HO 0

NHAc OH

Schéma 3 : acétolyse de la chitine [131]

Les auteurs ont étudié U'influence du temps de réaction a 55°C sur le rendement
d’acétolyse de la chitine et ont observé les meilleurs résultats aprés trois heures
d’acétolyse. Ils ont obtenu un mélange de chitooligosaccharides peracétylés qu’ils
ont ensuite séparés sur une colonne chromatographique Sephadex LH-20. Aprés la
O-désacétylation effectuée en présence de méthanolate de sodium dans un
mélange chloroforme-méthanol, les rendements des chitooligosaccharides de

degrés de polymérisation 2, 3 et 4 sont respectivement 6.1, 5.4 et 3.7%.

3.1.1.3. Fluorohydrolyse
J. Defaye et coll. [132] ont remarqué que la fluorohydrolyse de la chitine dans
’acide fluorhydrique anhydre conduisait a la formation de chitooligosaccharides
(schéma 4a) avec un rendement quasi quantitatif. Les conditions réactionnelles
(temps, température) peuvent aisément étre modifiées afin d’optimiser la
préparation de chitooligosaccharides spécifiques contenant de 2 a 9 résidus. De
plus, la chitine étant soluble dans |’acide fluorhydrique, la fluorohydrolyse

s’effectue dans des conditions homogenes.
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Schéma 4a : fluorohydrolyse de la chitine [132]

Apres une demi-heure de réaction a 20°C, la chitine n’est pas hydrolysée alors
qu’apres une heure, elle est partiellement clivée. En revanche, 24 h de réaction
conduisent a un clivage complet. Apres 4 h de fluorohydrolyse, le produit
prépondérant est le dimere GlcNAc-GlcNAc. Par cette méthode, un mélange de
chitooligosaccharides de degrés de polymérisation variant de 2 a 10 et avec un
degré d’acétylation de 100% (puisque la chitine de départ est totalement acétylée)
est obtenu. Ce mélange est ensuite séparé sur une colonne préparative Bio-Gel P-4
pour conduire aux chitooligosaccharides avec des rendements de 37% (DP 2), 23%
(DP 3), 10% (DP 4), 5% (DP 5), 4.6% (DP 6), 3% (DP 7), 2.2% (DP 8), 1.6% (DP 9) et 1%
(DP 10).

La méme équipe a ensuite hydrolysé le chitosane dans les mémes conditions que
celles décrites pour la chitine [133]. La dissolution du chitosane dans l’acide
fluorhydrique est plus lente, mais la réaction est néanmoins effectuée en milieu
homogene. La fluorohydrolyse du chitosane conduit aux chitooligosaccharides
possédant un fluorure de configuration a en position anomere de U’extrémité
réductrice. Les produits sont isolés par précipitation a ’éther puis ’action de
l’acide perchlorique a 60°C permet la formation des chitooligosaccharides avec un

hydroxyle en position anomere (schéma 4b).
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Schéma 4b : fluorohydrolyse du chitosane [133]

Contrairement au mécanisme décrit dans le schéma 4a pour la fluorohydrolyse de
la chitine, dans le cas du chitosane, un fluorure est formé en position anomere. Les
auteurs ont montré que ces composés sont plus stables que les dérivés 2-
acétamido-2-désoxy [134]. En effet, lorsque ces derniers sont placés dans de ’eau
bouillante, une hydrolyse a lieu, contrairement au cas des dérivés 2-amino-2-
désoxy.

Le mélange de chitooligosaccharides obtenu apres la fluorohydrolyse du chitosane
est séparé sur une colonne chromatographique Bio-Gel P-4 et les rendements sont
de 3.0% (DP 2), 9.9% (DP 3), 14.3% (DP 4), 15.9% (DP5), 15.4% (DP 6), 12.0% (DP 7),
8.8% (DP 8), 4.7% (DP 9), 3.0% (DP 10) et 1.0% (DP 11).

3.1.1.4. Désamination nitreuse
Plusieurs équipes ont étudié la formation de chitooligosaccharides par
désamination nitreuse du chitosane [135-147]. La dépolymérisation du chitosane
par l’acide nitreux HONO est une réaction homogene ou le nombre de liaisons
glycosidiques clivées est stoechiométrique par rapport a la quantité d’acide nitreux
utilisée [142]. Concernant le mécanisme de réaction, un ion diazonium est tout
d’abord formé sur une unité p-glucosamine puis se décompose pour conduire a un
carbocation. Ce dernier subit une addition nucléophile de |’oxygene endocyclique,
conduisant a une structure 2,5-anhydro-b-mannose comme nouvelle extrémité de

chaine (schéma 5).
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Schéma 5 : désamination nitreuse de la chitine et du chitosane [1]
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Cette réaction est généralement trés rapide méme dans des conditions douces, a
température ambiante [137, 143]. De plus, le chitosane étant soluble dans les
acides dilués, la réaction avec ’acide nitreux est homogene.
G.-G. Allan et al. [136, 144] ont montré que cette méthode permet d’obtenir une
taille précise en jouant sur la quantité d’acide nitreux. Ils ont étudié la cinétique
de dépolymérisation en utilisant des chitosanes de différents degrés d’acétylation
qu’ils ont fait réagir avec l’acide nitreux a différentes concentrations et a
différentes températures. Le taux de dépolymérisation ne dépend pas de la masse
molaire du chitosane de départ. Il s’agit d’une cinétique du premier ordre qui est
fonction des concentrations en acide nitreux et unités D-glucosamine et dont
l’équation est la suivante :

Rc = ko[GlcNH;3"][HONO]
ou Rc représente le taux de réaction et ko la constante de dépolymérisation.
Les auteurs ont établi une relation permettant d’obtenir une masse molaire du
chitosane définie en fonction de la quantité d’acide nitreux :

1/Mz - 1/M¢ = nc/m;y

ou Mz est la masse molaire du chitosane aprés dépolymérisation, M; celle du
chitosane avant dépolymérisation, m; est la masse de chitosane de masse molaire
M¢ mise en jeu et n. est le nombre de moles d’acide nitreux utilisé pour cliver la
chaine polymere. Cette méthode, trés intéressante par son aspect quantitatif,
nécessite toutefois la présence d’au moins un résidu D-glucosamine pour se
produire et n’a pas lieu entre des résidus N-acétyl-p-glucosamine. D’autre part,
une des extrémités de chaine ainsi produites est modifiée chimiquement, ce qui

peut s’avérer particulierement génant pour certaines applications.

Les chitooligosaccharides ont été préparés a partir de la chitine et du chitosane par
hydrolyse chimique en utilisant différents acides. Une autre méthode de

dégradation a été envisagée : I’hydrolyse enzymatique.
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3.1.2. Hydrolyse enzymatique

La structure des liaisons glycosidiques joue un role important lors de ’hydrolyse
enzymatique. En effet, la chitine et le chitosane possédent quatre types de liaisons
glycosidiques :

1 liaison entre deux unités acétylées (A-A)

1 liaison entre une unité acétylée et une unité désacétylée (A-D)

1 liaison entre une unité désacétylée et une unité acétylée (D-A)

1 liaison entre deux unités désacétylées (D-D)

Selon leur spécificité, les enzymes cliveront sélectivement un type de liaison
glycosidique. Les chitinases clivent la liaison glycosidique entre deux unités N-
acétyl-p-glucosamine tandis que les chitosanases clivent la liaison glycosidique

entre deux unités b-glucosamine.

3.1.2.1. Hydrolyse enzymatique par les chitinases

Les chitinases clivent les liaisons glycosidiques de type A-A. Elles sont présentes
dans les bactéries, les champignons, les plantes et les insectes mais sont absentes
chez la plupart des mammiferes a ’exception des vaches, des chévres et des
moutons [148].

La plupart des chitinases isolées de bactéries sont utilisées pour obtenir des
chitooligosaccharides N-acétylés avec un degré de polymérisation supérieur a deux.
Quant aux N-acétylchitooligosaccharides ainsi produits, ils peuvent étre hydrolysés
par la B-N-acétylglucosaminidase pour conduire a la formation du monosaccharide
N-acétyl-p-glucosamine [62].

Les chitinases ont été utilisées aux cours de plusieurs travaux afin d’obtenir des
chitooligosaccharides par hydrolyse enzymatique [149-154]. Y. Takiguchi et al.
[152] ont décrit la production du dimére (GlcNAc); suite a ’hydrolyse de la chitine
par des chitinases. La chitinase de Vibrio anguillarum E-383a permet
l’accumulation de 16.6 g.L™' de (GlcNAc); aprés 16 jours de culture. En tenant
compte de la quantité initiale de chitine, le rendement est de 53%. Cette méthode
nécessitant un temps de culture important, une autre chitinase, Bacillus
licheniformis a été utilisée et permet d’obtenir 9.6 g.L™' de (GlcNAc); aprés 5 jours

de culture avec un rendement de 46% [150].
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Le chitooligosaccharide obtenu de facon prédominante lors de [’hydrolyse d’un
chitosane possédant un degré d’acétylation de 25% par la chitinase de
Streptomyces griseus est le chitotrisaccharide GlcN-GlcNAc-GlcNAc (rendement de
21%) [149].

M. Mitsutomi et al. [153] ont isolé la chitinase de Bacillus circulans hydrolysant
spécifiquement les liaisons N-acétyl-B-D-glucosamine dans un chitosane de degré
d’acétylation de 50% pour former des hétéro-chitooligosaccharides de degrés de
polymérisation 2 et 3 majoritairement et portant une unité GIcNAc sur la partie

réductrice.

3.1.2.2. Hydrolyse enzymatique par les chitosanases

Les chitosanases clivent les liaisons glycosidiques de type D-D. Elles se trouvent
dans les bactéries, les champignons et les plantes [155], tout comme les chitinases.
Elles peuvent toutes deux dégrader des chitosanes de différents degrés
d’acétylation [156-158]. Cependant, les chitinases clivant spécifiquement les
liaisons glycosidiques de type A-A, elles attaquent préférentiellement les chitines
et chitosanes de haut degré d’acétylation. Les chitosanases clivant les liaisons
glycosidiques de type D-D sont plus efficaces sur des chitosanes ayant un faible
degré d’acétylation [156, 159-163]. Les chitosanases se distinguent également des
chitinases par leur plus petite masse molaire [164]. Elles peuvent étre divisées en
deux catégories (de types exo et endo) en fonction de leur mode d’action lors de
Uhydrolyse enzymatique. Les exo-chitosanases vont libérer des résidus b-
glucosamine a partir de Uextrémité non réductrice du chitosane et de ses
oligoméres. Quant aux endo-chitosanases, elles vont fournir un mélange de
chitooligosaccharides contenant principalement des dimeres et trimeéres.

R.-L. Monaghan et al. [165] ont été les premiers a reporter ’existence d’une
chitosanase hydrolysant le chitosane mais ne permettant pas de cliver les liaisons
glycosidiques d’une chitine possédant un degré d’acétylation de 100%. Depuis, les
chitosanases ont été souvent utilisées pour préparer des chitooligosaccharides par
hydrolyse enzymatique du chitosane [155, 160, 166-172].

Elles n’ont pas le méme mode d’action hydrolytique en fonction du degré
d’acétylation du substrat [155, 167, 171]. Les chitosanases de Bacillus sp ont

besoin d’un chitosane trés désacétylé [172] tandis que celles de Bacillus circulans,
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Bacillus licheniformis et Fusarium solani sont plus actives avec des chitosanes de
degré d’acétylation respectifs de 20% [168], 25-35% [169] et 70% [171].

Bien que de nombreuses chitinases et chitosanases provenant de microorganismes
aient été développées, elles sont encore trop cheres pour étre utilisées
industriellement. C’est pourquoi d’autres enzymes ont été étudiées pour une

utilisation a plus faible colt.

3.1.2.3. Hydrolyse enzymatique par les lysozymes

Comme les chitinases, les lysozymes peuvent dégrader la liaison B-(1—4) entre les
unités  N-acétyl-p-glucosamine pour produire des chitooligosaccharides
partiellement désacétylés. Ils clivent spécifiquement les liaisons glycosidiques de
type A-A [124, 173]. L’action hydrolytique d’un lysozyme est différente selon sa
provenance. Un lysozyme d’origine humaine est par exemple plus efficace pour
cliver la liaison glycosidique dans le pentasaccharide (GlcNAc)s qu’un lysozyme
provenant du blanc d’ceuf de poule [174]. S. Hirano et al. [175] ont établi que le
taux de dégradation est maximal lorsque le chitosane de départ possede un degré
d’acétylation de 80%.

L’utilisation d’un lysozyme est une alternative a ’emploi des chitinases. L’activité
hydrolytique d’autres enzymes comme les glycanases, protéases, lipases ou

tannases a également été étudiée.

3.1.2.4. Hydrolyse enzymatique par d’autres enzymes
D. Pantaleone et al. [176, 177] ont étudié ’activité de dix glycanases, vingt-et-une
protéases, cing lipases et une tannase provenant de bactéries, champignons,
plantes ou mammiféres. Parmi les glycanases, plusieurs cellulases comme
’amylase, la dextranase, [’hémicellulase et la pectinase hydrolysent le chitosane a
température ambiante. Deux glycanases (cellulase TV et hémicellulase), une lipase
(lipase AIE) et une protéase (papaine) ont méme montré une activité hydrolytique
supérieure a la chitinase de Serratia marcescens. L’efficacité des glycanases a été

confirmée par E. Muraki et al. [178] qui ont préparé plusieurs milligrammes de
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chitooligosaccharides possédant un degré de polymérisation variant de 6 a 8 en
utilisant la cellulase de Trichoderma viride.

J. Li et al. [179] ont hydrolysé un chitosane possédant un degré d’acétylation de
8.3% par une protéase isolée de Bacillus subtilis a 50°C et a un pH de 5.4 pour
obtenir un mélange de chitooligosaccharides de degrés de polymérisation de 3 a 8
et de degrés d’acétylation variables.

H. Lin et al. [180] ont utilisé la protéase papaine pour hydrolyser un chitosane
possédant un degré d’acétylation de 50%. Apres 24 h de réaction a 45°C, des
chitooligosaccharides de masses molaires inférieures a 10 000 g.mol™" (< DP 55) ont
été obtenus avec un rendement de 50%. Un mélange de chitooligosaccharides de
masses molaires comprises entre 600 et 2 000 g.mol™ (DP 3 & 11) a également été
isolé avec un rendement de 11%.

C. Qin et al. [88] ont préparé trois mélanges de chitooligosaccharides a partir d’un
chitosane de masse molaire 1230 kg.mol" possédant un degré d’acétylation de 20%
par laction hydrolytique d’une hémicellulase. La premiere fraction de
chitooligosaccharides correspond a un degré de polymérisation moyen de 106 et un
degré d’acétylation de 86.0%. Le rendement obtenu est de 12.2%. La deuxieme
fraction obtenue avec un rendement de 6.8% contient des chitooligosaccharides de
degré de polymérisation 58 avec un degré d’acétylation de 71.5%. Enfin, la
troisieme fraction obtenue avec un rendement de 81.0% est constituée de
chitooligosaccharides de degré de polymérisation moyen 8 possédant un degré
d’acétylation de 60%.

Le schéma 6 récapitule les différentes enzymes permettant d’hydrolyser la chitine
et le chitosane pour obtenir des chitooligosaccharides de différents degrés de

polymérisation et d’acétylation.
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Schéma 6 : hydrolyse enzymatique de la chitine et du chitosane [62]

Cette voie permet un clivage spécifique dans des conditions douces. Mais apres
’hydrolyse, le chitooligosaccharide est a son tour dégradé par l’enzyme. Cette
méthode n’est donc pas la plus appropriée pour obtenir des chitooligosaccharides
de degrés de polymérisation supérieurs a 4 [181].

D’autres méthodes, par voie physique, ont été développées pour préparer des
chitooligosaccharides par dégradation de la chitine et du chitosane : il s’agit

principalement de l’irradiation gamma et la sonication.

3.1.3. lrradiation gamma

Afin de pallier les problemes rencontrés lors des dégradations de la chitine et du
chitosane par voies chimique et enzymatique, des méthodes physiques comme
irradiation gamma [182] ont été développées. Le chitosane sous forme de poudre
est irradié par une source gamma de Co®® avec des doses variant de 10 & 500 kGy.
Des essais sur des chitosanes possédant respectivement des degrés d’acétylation de
1 et 10% ont mis en évidence que selon la dose de radiation il est possible de

produire des chitooligosaccharides de masse molaire contrélée, selon |’équation de
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Charlesby-Pinner [183] :
(1/Mn - 1/Mng) = Gd x 1.04 x 107 x D

ou Mn est la masse molaire moyenne du chitosane aprés absorption d’une dose
d’irradiation D, Mng est la masse molaire moyenne du chitosane de départ et Gd est
le taux de dépolymérisation. En revanche cette méthode ne permet pas de
controler le degré d’acétylation des chitooligosaccharides obtenus.

W.-S. Choi et al. [184] ont obtenu des chitooligosaccharides de degrés de
polymérisation variant de 2 a 6 a partir d’un chitosane possédant un degré
d’acétylation de 0% irradié par des rayons gamma Co® avec des doses de 2 a 200
kGy. D’un point de vue pratique, une dose d’irradiation de 100 kGy est suffisante
pour dégrader le chitosane et obtenir les chitooligosaccharides de degrés de

polymérisation variant de 2 a 4 avec les meilleurs rendements.

3.1.4. Sonication

La sonication, une autre méthode physique, permet d’obtenir des
chitooligosaccharides par dégradation du polymére. Cette technique dégrade le
chitosane en apportant l’énergie nécessaire pour rompre les liaisons glycosidiques.
Le taux de dégradation est irrégulier au cours du traitement ultrasonique. La masse
molaire limite des chitooligosaccharides obtenus par cette méthode dépend du
degré d’acétylation, de la masse molaire du chitosane de départ et des parametres
environnementaux comme la puissance de |’onde ultrasonique, la température de
la solution, le pH ou la force ionique [185].

R.-H. Chen et al. [185] ont étudié le traitement ultrasonique a 220 watts pendant
des durées variant de 1 h 30 a 48 heures a 60°C sur des solutions de chitosane a 1%
dans un mélange acide acétique 0.2 M/acétate de sodium 0.1 M. Ils ont observé
que la masse molaire d’un chitosane possédant un degré d’acétylation de 37%
diminue rapidement aprés 1 h 30 de réaction (de 650 000 & 160 000 g.mol™") puis la
réaction ralentit jusqu’a atteindre une masse molaire limite (120 000 g.mol™). En
revanche, le méme traitement sur un chitosane possédant un degré d’acétylation
de 26% et une masse molaire de 410 000 g.mol™" entraine une faible diminution de
la masse molaire pendant les douze premiéres heures (310 000 g.mol™) puis cette
derniére chute a 100 000 g.mol”" au cours des douze heures suivantes. Les auteurs

ont également remarqué que la polydispersité du chitosane diminue
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progressivement au cours de la sonication. Cette valeur passe de 6.5 a 2.7 apres 48
h de sonication du chitosane de DA 37% et de 4.8 a 2.5 dans le cas du chitosane de
DA 26%.

Plusieurs voies ont donc été développées afin de préparer des chitooligosaccharides
par dégradation de la chitine ou du chitosane. Ces techniques font appel a des
méthodes chimiques, enzymatiques ou physiques. Néanmoins, aucune d’entre elles
ne permet de contréler la dimension, et encore moins ’architecture, des
chitooligosaccharides produits. Une autre alternative a la préparation des
chitooligosaccharides a été envisagée : la synthése. Deux cas sont a distinguer : la

synthése enzymatique et la synthése chimique.

3.2. Synthese enzymatique

Les lipochitooligosaccharides, aussi appelés facteurs de nodulation ou facteurs Nod,
sont des molécules sécrétées par les rhizobia, des bactéries du sol qui permettent
aux légumineuses de fixer ’azote [186, 187]. Ces composés sont constitués d’un
squelette chitooligosaccharide contenant de trois a cing unités GIlcNAc et dont
l’extrémité non réductrice est reliée a une chaine lipidique mono- ou polyinsaturée
[188]. Aux deux terminaisons de la chaine oligosaccharide, différents substituants
comme des groupements acétyle, sulfatyle, carbamoyle ou fucosyle peuvent étre

présents (schéma 7).

OR, NHAC OR,
R0 Q HO 0 Q
R5;0 0 o) HO OH
NR, OH NHAC
/ n

chaine lipidique

R4 =H, SO37, CONH,, fucose ou arabinose
R, = H ou Me

R3 =H, CONH, ou Ac

R4 =H, CONH, ou Ac

n=1a3

Schéma 7 : structure des lipochitooligosaccharides [189]
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Les études menées sur la bioactivité des lipochitooligosaccharides naturels sont
limitées par la faible quantité produite ainsi que par la difficulté d’isoler des
produits purs. Plusieurs équipes ont donc cherché a synthétiser ces composés en
préparant tout d’abord le squelette chitooligosaccharide, notamment pas synthése
enzymatique [190-197]. N. Grenouillat et al. [192] ont obtenu le
chitotétrasaccharide portant un groupement sulfate en position 6 de unité
réductrice en cultivant la souche Escherichia coli exprimant les genes nodBC
(codant pour une chitooligosaccharide synthase et une chitooligosaccharide N-
désacétylase) et nodH (codant pour une chitooligosaccharide sulfotransférase), en
utilisant le glycérol comme source de carbone. La méme souche permet a G.-L.
Huang et al. [193] d’obtenir le chitopentasaccharide portant un groupement allyle
en position anomere avec un rendement de 65%. E. Samain et al. [194] ont produit
le penta-N-acétyl-chitopentaose et le tétra-N-acétyl-chitopentaose avec des
rendements de 2.5 g/L en cultivant des cellules d’Escherichia coli exprimant les
genes nodC ou nodB codant respectivement pour une chitooligosaccharide synthase
et une chitooligosaccharide N-désacétylase. Puis les dérivés sulfatés et O-acétylés
ont été préparés en utilisant une souche Escherichia coli exprimant les genes nodC
ou nodBC ainsi que les genes nodH ou nodL codant pour une chitooligosaccharide

sulfotransférase et une chitooligosaccharide O-acétyltransférase [195].

D’autres syntheses enzymatiques ont été développées afin d’obtenir des
chitooligosaccharides. K. Tokuyasu et al. [198] ont ainsi préparé des
chitooligosaccharides partiellement désacétylés en utilisant une chitine
désacétylase provenant de Colletotrichum lindemuthianumi. Cette enzyme acétyle
sélectivement le résidu b-glucosamine a l’extrémité non réductrice du dimeére
GlcN-GleN pour donner exclusivement GlcNAc-GlcN. Avec la méme enzyme, ils ont
également synthétisé le dimére GlcN-GlcNAc a partir de (GlcNAc),.

Une autre alternative consiste a allier deux techniques de synthése : chimique et
enzymatique. Par cette voie, il est par exemple possible de synthétiser les hexa- et
heptameéres (GlcNAc), et (GLcNAc); a partir des tétra- et pentameéres (GlcNAc)4 et
(GlcNAc)s en exploitant U'activité transférase d’une chitinase isolée de Nocardia
orientalis IFO 12806 [199].

La chitinase et le lysozyme possédent tous deux une activité de transglycosylation.
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K. Akiyama et al. [99] ont synthétisé des chitooligosaccharides en utilisant une
réaction de transglycosylation catalysée par un lysozyme de blanc d’ceuf de poule
(schéma 8). Ils ont choisi le N,N’,N’’-tri(monochloro)acétylchitotriose et le

N,N’,N’’-triacétylchitotriose comme substrats de départ.

OH HNCOCH,CI OH
HO 0 d Ho OH O
NHCOCH,CI~OH NHCOCH,CI

N,N',N"-trilmonochloro)acétylichitotriose = a chitooligosaccharides (a partir de a)
1. transglycosylation n=4-10
catalysée par le lysozyme
2. N- demonochloroacetylatlon

OH
NHAc OH AcHN
HO Q. Ho o%
HO (o] o HO o O HO
NHAC OH NHAC

N,N',N"-triacétylchitotriose (trimere de chitine) = chitooligosaccharides (a partir d'un melange de aetb)
n=4-12

Schéma 8 : synthese chemo-enzymatique de chitooligosaccharides [99]

L’action du lysozyme provenant du blanc d’ceuf de poule sur le N,N’,N’’-
tri(monochloro)acétylchitotriose conduit a un mélange de chitooligosaccharides
désacétylés de degrés de polymérisation variant de 4 a 10 avec un rendement de
33.2%.

Un mélange de N,N’,N’’-tri(monochloro)acétylchitotriose et N,N’,N’’-
triacétylchitotriose réagit dans les mémes conditions et permet aux auteurs
d’obtenir un mélange de chitooligosaccharides de degrés de polymérisation compris
entre 4 et 12 avec des degrés d’acétylation de 23 a 76% selon la proportion de
chacun des deux produits de départ. Ces chitooligosaccharides sont obtenus avec
un rendement de 21.3%.

Les chitooligosaccharides ont été préparés par synthése enzymatique. Cette voie
permet le contrdole des parametres structuraux, mais au prix de nombreux efforts
concernant l’isolation et la purification des enzymes. De plus, les rendements
obtenus sont faibles. Afin d’éviter le travail important sur les enzymes, des

synthéses chimiques de chitooligosaccharides ont été étudiées.
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3.3.  Synthese chimique

La synthese chimique est une autre méthode qui a été utilisée pour préparer des
chitooligosaccharides. Plusieurs squelettes de lipochitooligosaccharides ont par
exemple été obtenus par cette voie [189, 200-206]. J.-S. Debenham et al. [189] ont
effectué une synthése stéréocontrolée du facteur NodRf-Ill (C18:1, MeFuc) décrite
dans le schéma 9 en utilisant la pb-glucosamine comme produit de départ. Apres une
synthése multi-étapes, les auteurs obtiennent le 3,4-Di-O-acétyl-6-0-benzyl-2-
désoxy-1-0-pentényl-2-tétrachlorophthaloyl-B8-b-glucopyranoside et le 3-O-Acétyl-
6-0-benzyl-2-désoxy-1-0-(4,5-dibromopentanyl)-2-phthaloyl-B-b-glucopyranoside.
Une réaction de couplage entre ces deux composés conduit a un disaccharide avec
un rendement de 71%. La position anomére de ce dernier est ensuite convertie en
groupe O-pentényle avec un rendement de 93% afin de pouvoir mettre en ceuvre
une nouvelle réaction de couplage. Un intermédiaire tétrasaccharide est obtenu
avec un rendement de 65% puis un protocole multi-étapes incluant des réactions de
déprotection ainsi que l'introduction d’une chaine lipidique conduit au facteur
NodRf-IIl (C18:1, MeFuc).
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OH
HO Q
HO OH
NH;CI
Br
OBn OB(; B
AcO Q N '/100
AcO OPent C 0
NTCP NPhth
1) NIS, TESOTH,
CH,Cl,, 71%
2) Nal, butan-2-one,
reflux, 93%
OBn NPhth
AcO O A0 OPent
AcO (o)

(0)
NTCP OBn
H3C OBz

(0]
OBz
NIS, TESOTH, OMe

CH,Cl,, 65% @
HO Q
BnO OBn

NPhth
H3C OBz

w
OBz
OMe

(0]

OBn NPhth 0
AcO O AcO 0
AcO 0 3 BnO OBn
NTCP OBn NPhth
u H,C OH
0
OH
OH NHAG o OMe
HO 0 HO o Q
HO ') HO OH
0
NHR OH NHAG

NodRf-1ll (C18:1, MeFuc)
R = 11-(Z)-octadecenoyl

Schéma 9 : synthése du facteur NodRf-Ill (C18:1, MeFuc) [189]
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K.-C. Nicolaou et al. [204] ont synthétisé le facteur NodRm-IV selon le mode
opératoire décrit dans le schéma 10 a partir de trois blocs constructifs. Ces
derniers sont constitués d’une unité p-glucosamine dont la fonction amine est
protégée par un groupement phthaloyle, tandis que les fonctions hydroxyle sont
protégées par des groupes 4-méthoxybenzyle (PMB), 4-méthoxyphényle (MP),
TBDMS (t-BuMe,Si), TBDPS (t-BuPh,Si) et acétyle. Un protocole multi-étapes faisant
intervenir trois réactions de couplage conduit au squelette chitotétrasaccharide
sous forme protégée. La fonction amine de l’extrémité non réductrice est ensuite
sélectivement déprotégée pour pouvoir réagir avec la chaine de ’acide gras et
conduire au facteur NodRm-IV.

Le méme facteur NodRm-IV a également été préparé par S. Ikeshita et al. [200] par
synthése chimique a partir de deux intermédiaires monosaccharide et un
intermédiaire disaccharide (schéma 11). Ces trois composés sont synthétisés en
plusieurs étapes a partir de la p-glucosamine. Les fonctions amine sont protégées
par un groupement N-phthaloyle et les groupes protecteurs des hydroxyles sont des
fonctions acétyle, benzyle et 4-méthoxyphényle. Deux réactions de couplage
conduisent au squelette chitotétrasaccharide, puis un protocole multi-étapes de
déprotection suivi de la réaction avec un acide gras permet aux auteurs d’obtenir

le facteur NodRm-IV sous forme déprotégée.
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OMP OTBDPS
AcO Q HO (@]
PMBO F + PMBO OMP
NPhth NPhth

1) AgOTf, Cp,ZrCl,, 2,6-di-tert-butyl-4-méthylpyridine,

CH,Cly, 56%
2) K,CO3, MeOH/THF (1:1), 90%

OMP NPhth
HO Q. PMBO OMP
PMBO o) 4
NPhth OTBDPS
1) AgOTf, Cp,HfCl,,
2,6-di-tert-butyl-4-méthylpyridine, O'\(")P
CH,Cly, 60% P'R\Acﬁ(;)o
2) NH,NH,.H,0, EtOH/benzeéne (20:1), F
3) Ac,0, MeOH/CH,Cl, (1:1), NPhth
72% (2 étapes)
NHAC OMP NHAC
HO 9 O PMBO OMP
PMBO JPvBO o) 3
OMP NHAC OTBDPS
1) AgOTf, Cp,HfCl,, OBBDMS
2,6-di-tert-butyl-4-méthylpyridine, PIQAI\/I?BOO
CH,Cl,, 50% F
2) NH,NH,.H,0, EtOH, 87% NPhth

O'{)BDMS NHAG OMP NHAG
PMBO PMBO O PMBO OMP
PMBO&/O%AQ&O\%

NH, OMP NHAc OTBDPS

OP(SC NHAc OMP NHAc
PMBO PMBO Q. PMBO OMP

NH OMP NHAc OSO3Na

Schéma 10 : Synthese du facteur NodRm-1V [204]
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OBn NPhth i“ OI\C/I)P
AcO O BnO 0~ ~CCl HO
BnO o 3 3 + BnO OBn
NPhth OBn NPhth

1) BF3.Et,0, CH,Cl,, 69%
2) NH,NH,.H,0, Ac,0/MeOH (1:2), 99%

NHAC OBn NHAG
BnO o) O BnO OBn
HO o BnO 0 d

OBn NHAC OMP

1) Cp,HfCl,-AgOTF, CH,Cl,, 79% AcO ofe
2) (NH,),Ce(NO,)s, CH5CN/H,O (3:1) % .
3) EtzNSO3, DMF, 70% (2 étapes)

NPhth
OAc NHAc OBn NHAc
AcO O BnoO o) O BnO OBn
AcO @] o BnO o) 3
NPhth OBn NHAGC 0SO;Na
NHAG OH NHAG
HO O HO O Ho OH
NH OH NHAC 0SO;Na

chaine lipidique

Schéma 11 : Synthese du facteur NodRm-1V [200]
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Les squelettes chitooligosaccharides font également partie de la structure des N-
glycoprotéines. Ces dernieres contiennent des chitobioses. Afin de les synthétiser,
plusieurs synthéses chimiques de chitobioses protégés ont été réalisées [207-215].
La premiére date de 1973 quand F. Schmitt et al. [207] ont synthétisé le dimeére

GlcNAc-GlcNAc per-0O-acétylé 6 dans les conditions du schéma 12.

(@]
0]
OH
HO
OH
1
CH,OAc
0] (0]
OAc ©
OAc
o ACO Br AcOH,C
o) NHPO(OPh), 00
OAc 3 . OAc NHAC
benzéne, Hg(CN),,
HO 30 min, reflux AcO
NHAG 36% NHPO(OPh),
2 4
1) AcOH, H,/Pt, 48 h
2) Ac,0O, Pyridine, 17 h
87%
CHzoAC
0 (@)
OA R
c 1) Ac,O/ACOH/H,SO,, 2 h 30
AcOH,C OAc
2 5 OAcC 2) AcONa, 1 h AcOH,C
B 37% 0
NHAc - (0]
OAc NHAc
OAc
AcO
NHAG AcO
NHAc
6
5

Schéma 12 : premiere synthese chimique d’un chitobiose protegé [207]

Dans cette synthese, le 2-Acétamido-3-0-acétyl-1,6-anhydro-2-désoxy-B-p-
glucopyranose 2 est tout d’abord préparé en plusieurs étapes a partir du 1,6-
Anhydro-B-p-glucopyranose 1. La condensation du bromure de 3,4,6-Tri-O-acétyl-2-

désoxy-2-diphénoxyphosphorylamino-a-b-glucopyranosyle 3 avec le composé 2 dans
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le benzene anhydre en présence de cyanure mercurique conduit au disaccharide 4
en 30 min avec un rendement de 36%. Le produit 4 est ensuite hydrogéné
catalytiquement. Cette étape entrainant une désacétylation partielle, le
disaccharide est acétylé dans les conditions standard. Le composé acétylé 5 est
obtenu avec un rendement de 87% pour les deux étapes et est ensuite acétolysé
dans un mélange anhydride acétique/acide acétique/acide sulfurique concentré
pendant 2 h 30 avant ’ajout d’acétate de sodium. Le chitodisaccharide 6 est

obtenu avec un rendement de 37% pour les deux dernieres étapes.
Dans la littérature, une synthese chimique de chitobiose déprotégé est reportée

[216]. Il s’agit du dimere GlcNAc-GlcNAc 11 obtenu selon le mode opératoire décrit

dans le schéma 13.

OBn
AcO C
BnO
1,2-dichloroéthane,

N%(O acide p-toluénesulfonique, OBn
7 reflux, 5 h o NHAc
30% AcO BnO OAlI
. > BnO 0) o)
NHAC OBn
OBn
9
HO 0
BnO OAll
NHAc O-désacétylation
8 quantitative
1) 'BuOK, DMSO
2) acétone-HCI
OH OB
NHAC 3) EtOH, Pd/C, H, n NHAc
HO O Ho OH - HO Q Bno OAIl
HO 0 o) BnO 0) o)
NHAc OH NHAC OBn
11 10

GIcNAc-GIcNAc

Schéma 13 : synthese chimique d’un chitobiose déprotége [216]

La réaction de couplage entre l’oxazoline 7 et le glycoside 1-O-allyle 8 a reflux
pendant 5 h dans le 1,2-dichloroéthane, catalysée par |'acide para-
toluenesulfonique, conduit au disaccharide 9 avec un rendement de 37%. Le

composé 9 est tout d’abord O-désacétylé quantitativement dans les conditions
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classiques (méthanolate de sodium dans le méthanol) pour donner le produit 10,
puis le groupement allyle est isomérisé par le tert-butoxyde de potassium dans le
DMSO. Le glycoside 1-propényle résultant est hydrolysé dans un mélange
acétone/HCl, puis une hydrogénolyse permet d’obtenir le chitodisaccharide
GlcNAc-GlcNAc 11.

H. Kuyama et al. [217] ont développé une synthese stéréocontrolée d’un
chitododécasaccharide détaillée dans les schémas 10a et 10b. Tout d’abord, les
dimeres 15 et 16 sont préparés a partir des dérivés monosaccharides 12 et 13

(schéma 14a).

OBn OBn
HO Q ACO 0
BnO OMP + BnO o NH
NPhth NPhth  CCl,
12 13
BF,.Et,0,
CH,Cl,, -78°C
83%
OBn NPhth
AcO O BnO OMP
BnO (@] [e)
NPhth OBn
14

1) (NH4),Ce(NO3)g,

NaOMe, MeOH/Toluéne CH3CN/H,O/Toluéne
94% 2) CCI;CN, DBU, CH,Cl,, 0°C
82%

OBn NPhth OBn NPhth  CCls
HO O BnO OMP AcO O BnO 0’§NH
BnO 0 o) BnO (@] 19)
NPhth OBn NPhth OBn
15 16

Schéma 14a : synthese chimique d’un chitododécasaccharide [217]

La réaction de glycosylation des deux monosaccharides 12 et 13 en présence de
BF.Et;0 dans le dichlorométhane a -78°C conduit au chitodisaccharide 14 avec un
rendement de 83%. D’un c6té, la transestérification du composé 14 menée en

présence de méthanolate de sodium dans un mélange méthanol/toluéne permet
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d’obtenir le produit 15 avec un rendement de 94%. De ’autre coté, la déprotection
de ’alcool anomeére du chitodisaccharide 14 par le nitrate d’ammonium et de
cérium (IV), suivie de la réaction de ’hémiacétal obtenu avec CCI3CN en présence
de DBU dans le dichlorométhane a 0°C, conduit au composé 16 avec un rendement
de 82%.

La réaction de couplage dans le dichlorométhane en présence de BF;.Et;0 a -78°C
entre les composés 15 et 16 précédemment synthétisés conduit au
chitotétrasaccharide 17 avec un rendement de 75% (schéma 14b). Le produit 17
est désacétylé en position 4 par réaction dans un systeme LiOH/H,0,/THF a 0°C
pour donner le composé 18 avec un rendement quantitatif. Ensuite, le
chitotétrasaccharide 18 est couplé avec le disaccharide 16 dans un mélange
dichlorométhane/toluene en présence de BF3.Et;0 a -78°C pour former le
chitohexasaccharide 19 avec un rendement de 62%. Le groupe acétyle en position 4
du composé 19 est clivé selon le méme protocole que lors de I’étape précédente et
un nouveau couplage avec le disaccharide 16 conduit au chitooctasaccharide. Les
auteurs procédent ainsi de suite jusqu’a obtenir le chitododécasaccharide 20
protégé. Ce dernier est déprotégé en deux étapes pour conduire au
chitododécasaccharide cible 21 par action de I’hydrazine dans le méthanol a reflux

puis par hydrogénolyse avec un rendement global de déprotection de 85%.
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OBn NPhth OBn NPhth  §Cls
HO O BnO OMP AcO O BnO ol ¥
BnO (e} 19) + BnO (6] 1)
NPhth OBn NPhth OBn
15 16
BF3.Et,0,
CH,Cl,, -78°C
75%
OBn NPhth OBn NPhth
AcO O BnO o) O BnO OMP
BnO o) & Bno o) 4§
NPhth OBn NPhth OBn
17

1 M LiOH/H,0, 30%/THF : 1/2/15,

0°C, 99%
OBn NPhth OBn NPhth
HO O  BnO o O 8o OMP
BnO O o) BnO 0 &
NPhth OBn NPhth OBn
18
OBn NPhth CC|3
BF.Et,0, 5
CH,Cl,/Toluéne, -78°C | A0 BnO O’&NH
62% BnO o) &
NPhth OBn
16
OBn NPhth OBn NPhh
AcO Q [Bno o 0\ Bno oOMP
BnO (¢} o BnO le) S
PhthN OBn PhthN OBn
19 2
oBn NPhth OBn NPhth
AcO Q (Bno 0 0 \gno OMP
BnO ¢} o BnO o) S
PhthN OBn PhthN OBn
10
20

1) NHoNH,.H,0, MeOH, reflux
2) Hy, Pd/C, 0.1 M HCI/MeOH : 1/1
85%

OH NH, OH NH,
HO O [Ho o) QO \ HO OH
HO o) d Ho o) 3
NH, OH NH, OH
10
21

Schéma 14b : synthese chimique d’un chitododécasaccharide [217]
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M.-R.-E. Aly et al. ont synthétisé un chitotétrasaccharide totalement N-acétylé

selon le protocole décrit dans les schémas 15a-d [218].

0
OAc OBn
AcO O HO Q
DMM = NH +
AcO O— BnO OTBDMS
NDMM CCly NDMM
o 22 23
TMSOT,
CH20|2, Ta
91%
by
OAc DMMN & 08 OAe NDMM
0
AcO 9 8o AcO BnO OTBDMS
AcO 0 d -~ AcO 0 o0
NDMM OBn 1) TBAF, THF, AcOH NDMM n
25 96% 24
2) CCI,CN, DBU

85%
Schéma 15a : préparation de ’intermeédiaire 25 dans la synthese chimique d’un

chitotétrasaccharide tétra-N-acétylé [218]

La glycosylation du tert-Butyldiméthylsilyl 3,6-di-O-benzyl-2-diméthylmaléimido-B-
D-glucopyranoside 23 avec le 3,4,6-Tri-O-acétyl-2-diméthylmaléimido-p-
glucopyranosyle trichloroacétimidate 22 dans le dichlorométhane en présence de
triméthylsilyle trifluorométhanesulfonate conduit au disaccharide 24 avec un
rendement de 91%. La position anomére du composé 24 est désilylée avec un
rendement de 96% par le TBAF et l’acide acétique dans le THF. L’hémiacétal
résultant réagit avec le trichloroacétonitrile en présence de DBU pour conduire au
disaccharide 25 avec un rendement de 85% (schéma 15a).

Le traitement du tert-Butyldiméthylsilyl 3,6-di-O-benzyl-2-diméthylmaléimido-B-bp-
glucopyranoside 23 avec le chlorure de phénoxyacétyle, suivi de la désilylation de
la position anomeére par TBAF, puis de la réaction de I’hémiacétal résultant avec
CCI;CN en présence de DBU, conduit au composé 26 avec un rendement global de

57% comme décrit dans le schéma 15b.
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1) PhOCH,COCI, Pyridine

88%

2) TBAF, AcOH

OBn
HO’&O: 75%
BnO -
: OTBDMS 3) CCl,CN, DBU

NDMM 86%

23

OBn
RO Q
BnO
DMMN
NH
R = PhOCH,CO
26

Schéma 15b : préparation de ’intermédiaire 26 dans la synthese chimique d’un

chitotétrasaccharide tétra-N-acétyle [218]

Une glycosylation, catalysée par le TMSOTf, de l’imidate 26 avec le 3,6-Di-O-

benzyl-2-désoxy-2-diméthylmaléimido-1-0O-tert-butyldiméthylsilyl-B-p-

glucopyranoside 23 dans ’acétonitrile permet d’obtenir le disaccharide 27 avec un

rendement de 71% (schéma 15c). Le produit 27 peut étre désacylé par le

méthanolate de sodium dans le méthanol pour conduire au composé 28 avec un

rendement de 74%.

OBn
HO Q
BnO OTBDMS
NDMM

23

+ TMSOTf, CH3CN

L
'

OBn
RO Q
BnO
DMMN

H

N
R =PhOCH,CO
26

HO
BnO

RO
71% BnO

OBn NDMM

O BnoO OTBDMS
O o)

NDMM OBn

R = PhOCH,CO
27

NaOMe, MeOH
74%

OBn NDMM

O BnoO OTBDMS
O 0

NDMM OBn
28

Schéma 15c : préparation de [’intermédiaire 28 dans la synthése chimique d’un

chitotétrasaccharide tétra-N-acétyle [218]



tel-00628743, version 1 - 4 Oct 2011

Chapitre bibliographique 47

Une glycosylation entre le disaccharide 25 obtenu selon le schéma 15a et le
disaccharide 28 obtenu selon le schéma 15c dans l’acétonitrile en présence de
TMSOTf conduit au tétrasaccharide 29 avec un rendement de 74% (schéma 15d).
Puis le composé 29 est totalement déprotégé en plusieurs étapes pour conduire au

chitotétrasaccharide 30.

NH
AL OB
Ohc DMMN "% HO e BnO NDMMOTBDMS
AcO O BnoO + 50 n
AcO o 4 n O 0
NDMM OBn NDMM OBn
25 28

TMSOTf, CH5CN
74%

OAc NDMM OBn NDMM
AcO O BnO o) O BnoO OTBDMS
AcO o) o BnO o) o)

NDMM OBn NDMM OBn
29
multi-étapes
OH NHAC OH NHAC
HO Q HO o) O Ho OH
HO o) o HO o 0)
NHAc OH NHAC OH
30

Schéma 15d : synthese chimique d’un chitotétrasaccharide tétra-N-acétylé [218]

L. Huang et al. [219] ont développé une nouvelle méthode de glycosylation « one-
pot ». Les monosaccharides 31, 32 et 33 décrits dans le schéma 16a sont
synthétisés et servent de briques constructrices a la synthése du

chitotétrasaccharide protégé 34.
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OAc OBn OBn
AcO Q HO Q HO Q
AcO STol BnO STol BnO OBn
NPhth NPhth NPhth
31 32 33
OAc NPhth OBn NPhth
AcO O BnO o) O BnO OBn
AcO (0] ') BnO (e 19)
NPhth OBn NPhth OBn
34

Schéma 16a : synthese chimique « one-pot » d’un chitotétrasaccharide [219]

Les auteurs réalisent plusieurs séquences de glycosylation entre un accepteur et un
donneur de thioglycosyle et obtiennent des chitotétrasaccharides « assemblés » en
quelques heures et sans purification intermédiaire dans les conditions du schéma
16b.

(p-Totsct)(32 (0.9eq) Ag0Tf )(p-Tolsct)(32 (0.8eq) (agore)(p-Totscl)

Y Y Y Y _ 34
15min | 20 min|15 min| 15min | 15min |20 min[15min| 5min | 15min [90min| ~ 32%

31 (1eq) _ y
+ AgOTf

-70°C -10°C -70°C -10°C -70°C -10°C

Schéma 16b : synthese chimique « one-pot » d’un chitotétrasaccharide [219]

3.4. Conclusion sur la préparation des oligomeres

de chitine et chitosane

Plusieurs méthodes sont reportées dans la littérature pour préparer des

chitooligosaccharides. Elles peuvent étre regroupées en deux grandes parties :
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d’une part la préparation par dégradation de la chitine et du chitosane, et d’autre
part par synthese chimique ou enzymatique.

Les méthodes de dégradation de la chitine ou du chitosane peuvent étre effectuées
par voie chimique, enzymatique ou physique. Elles ont ’avantage de partir d’un
produit facilement accessible et permettent d’obtenir rapidement et en peu
d’étapes des chitooligosaccharides. Les méthodes chimiques permettant de
dégrader la chitine et le chitosane comme U’hydrolyse acide, ’acétolyse, la
fluorohydrolyse ou la désamination nitreuse entrainent un clivage aléatoire de la
liaison glycosidique. Bien que dans certaines conditions il soit possible de controler
la masse molaire des chitooligosaccharides obtenus (méthode de désamination
nitreuse en ajustant la quantité d’acide nitreux), il est trés difficile de choisir le
degré de polymérisation et des mélanges de chitooligosaccharides de
polymolécularité relativement large sont toujours obtenus. Des méthodes
chromatographiques permettent de séparer les chitooligosaccharides mais ces
techniques demandent beaucoup de temps et les rendements obtenus sont tres
faibles. De plus, a moins d’avoir un degré d’acétylation de départ de 0 ou de 100%,
il n’est pas possible d’obtenir un degré d’acétylation controlé apreés le clivage. Un
degré d’acétylation moyen peut néanmoins étre aisément déterminé par une
analyse RMN. Par rapport a Uhydrolyse chimique, ’hydrolyse enzymatique de la
chitine et du chitosane a ’avantage de produire plus rapidement des
chitooligosaccharides dans des conditions réactionnelles plus douces. Cette voie
permet d’effectuer des clivages spécifiques. En revanche, la préparation de
’enzyme comme la purification du produit nécessitent un lourd travail et ce
procédé n’est pas facilement adaptable au niveau industriel. Il s’agit également
d’une méthode coliteuse, bien que des enzymes plus abordables aient montré leur
capacité a cliver les liaisons glycosidiques entre les unités Dp-glucosamine et N-
acétyl-p-glucosamine. La troisieme voie de dégradation de la chitine et du
chitosane fait appel a des techniques physiques comme ’irradiation gamma ou la
sonication. En adaptant les parameétres expérimentaux il est possible de déterminer
le degré de polymérisation du chitooligosaccharide obtenu. En revanche, le degré
d’acétylation ne peut étre controlé.

Les chitooligosaccharides peuvent étre préparés par le chemin inverse, c'est-a-dire

par synthése. Deux voies ont été étudiées: enzymatique et chimique.
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Contrairement a la dépolymérisation, la synthése permet le contrdle des degrés de
polymérisation et d’acétylation. En ce qui concerne la synthese enzymatique, le
controle de ces parametres nécessite un travail tres important d’isolation et de
purification des enzymes pour n’obtenir qu’un tres faible rendement. Le coit
d’une telle voie peut de plus étre treés important. De nombreux exemples de
préparation de chitooligosaccharides par synthése chimique sont reportés. Il s’agit
de la méthode de choix pour préparer des chitooligosaccharides possédant des
degrés de polymérisation et d’acétylation contrélés. Mais ces syntheses conduisent
dans la plupart des cas a des homo-chitooligosaccharides. Or, si des études ont
montré que la bioactivité des chitooligosaccharides semble dépendre des degrés de
polymérisation et d’acétylation, la distribution des deux unités constitutives bD-
glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine pourrait également influencer les
propriétés de ces composés. La préparation d’hétéro-chitooligosaccharides ayant
une structure parfaitement définie sera donc un outil trés intéressant pour établir
une relation structure - activité. C’est pourquoi nous avons choisi de mettre au
point une méthode de préparation d’homo- et hétéro-chitooligosaccharides par
synthese chimique. Dans ce cadre, nous avons regardé dans la littérature quelles
sont les méthodes pour synthétiser par voie chimique des oligosaccharides et plus
particulierement des oligosaccharides contenant des unités D-glucosamine et N-

acétyl-p-glucosamine [220].
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4.Synthese chimique d’oligosaccharides

4.1. Introduction

La glycochimie connait un intérét croissant grace aux propriétés et au fort impact
des sucres dans les divers domaines liés aux sciences de la vie. Les glycoprotéines
et les glycolipides résultent de [’assemblage d’un sucre (glycane) avec
respectivement une protéine et un lipide. Ces composés sont impliqués dans un
grand nombre de mécanismes biologiques comme la fertilisation, ’embryogeneése,
le développement neuronal, l’activité hormonale, la prolifération des cellules et
leur organisation dans les tissus [221]. La partie oligosaccharide des glycoconjugués
joue un role clé dans la reconnaissance cellulaire. Grace au développement des
techniques d’analyse, de nombreuses structures d’oligosaccharides ont été
identifiées, mettant ainsi en évidence ’incroyable diversité des glycoconjugués.
Les chimistes de synthese ont voulu relever le défi de la synthése
d’oligosaccharides qui est une partie importante de la chimie organique. En effet,
il existe un grand nombre de possibilités lors de I’assemblage d’unités monomeres
pour former des oligomeres et de plus, les liaisons glycosidiques doivent étre
introduites spécifiquement. De nombreuses recherches ont été menées et la chimie
permettant d’obtenir des oligosaccharides s’est développée. Au premier plan des
études en chimie des sucres figure la formation d’une liaison glycosidique puisqu’il
s’agit de la voie permettant d’obtenir des oligosaccharides a partir de blocs

élémentaires monosaccharides.

4.2. Formation d’une liaison glycosidique

La réaction de glycosylation correspond a la création d’une liaison carbone -
oxygene via une substitution nucléophile. Cette substitution implique la position

anomere (C1) d’un saccharide appelé donneur de glycosyle contenant un groupe

partant (noté LG pour leaving group) d’une part, et un groupe alcool libre de

’accepteur de glycosyle d’autre part. Souvent, ’accepteur est lui-méme un

saccharide. Dans cette approche, le donneur de glycosyle joue le role
d’électrophile tandis que U'accepteur est un nucléophile. Cette réaction de

couplage est généralement réalisée en présence d’un activateur appelé promoteur.
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Son role est d’assister le départ du groupe partant du donneur de glycosyle de
facon a éviter la formation de l’oxocarbénium qui entrainerait une perte de

stéréosélectivité conduisant au mélange d’anomeres a et B (schéma 17).

OR OR_ p OR
0] -LG o] AH = )
RO RO R'OH = accepteur RO
RO R&&)—» R&V OR'

RoN NR NR
2N g 2 2

R = groupes protecteurs

sucre donneur oxocarbénium

Schéma 17 : réaction de glycosylation sans promoteur conduisant a un mélange

d’anomeres a et B

Le promoteur est généralement un acide de Lewis utilisé en quantité catalytique. Il
va activer le groupe partant en position anomere du donneur de glycosyle, le
rendant ainsi électro déficient et favorisant la substitution nucléophile de

’accepteur (schéma 18).

OR El* OR ROH OR
0 =
RO O promoteur RO accepteur RO 0]
RO ——> RO e RO OR
R,N RoN
27 LG: LG®

NR,

R = groupes protecteurs \

sucre donneur El liaison glycosidique 1,2-trans

Schéma 18 : réaction de glycosylation avec promoteur

Les groupes partants LG traditionnellement employés dans les réactions de
glycosylation  sont les  halogénures, les  trichloroacétimidates, les
phosphates/phosphites, les esters/carbonates/thiocarbonates, divers groupes
aryloxy, le 4-pentényl ou les sulphides/sulphoxydes (schéma 19). Le groupe partant
en position anomere du donneur de glycosyle est activé par un promoteur différent
selon sa nature. Les différents types de promoteurs utilisés sont précisés dans le

schéma 19 pour chaque donneur de glycosyle.
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RO Q RO 0 RO o}
RO RO RO
RN &g ReN 6__cal ReN & PR
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s P~OR
R = groupes protecteurs NH (0)
R = groupes protecteurs R = groupes protecteurs

halogénure de glycosyle

; - Mn* (halophil trichloroacétimidate phospate/phosphite
promoteurs : Mn” (halophile), par promoteurs : Me3Si-OTf, BF;.Et,O promoteurs : Me3Si-OTf
exemple SnCl,/AgCIO,4
OR OR
RO Q RO 0
RO RO OMe
RoN RoN
2 SO~ RIOR/SRINR, ) | X
o/s

R = groupes protecteurs
ester/carbonate/thiocarbonate
promoteurs : H", Mn* (oxo-, thio-, azaphile)

R = groupes protecteurs
divers groupes aryloxy
promoteurs : H*, Cu?*

OR OR
RO Q RO Q
RO RO
RoN RoN
O\(_ﬁ (O)//S‘alkyllaryl

R = groupes protecteurs
4-pentényl

R = groupes protecteurs
sulphide/sulphoxyde

promoteurs : Br*, I promoteurs : RS*, Br*, I*, Hg?*, R,S*-X, Tf,0

Schéma 19 : donneurs de glycosyle et leurs promoteurs [222]

La formation stéréo- et régiosélective d’une liaison glycosidique est délicate.
Plusieurs méthodes ont été mises au point selon le type de liaison glycosidique
souhaitée : 1,2-trans ou 1,2-cis. Une liaison est dite 1,2-trans lorsque le groupe en
position 2 est du coté opposé au substituant anomere. Inversement, une liaison
glycosidique ou les groupes en positions 2 et 1 sont du méme coté est appelée 1,2-
cis. Notre objectif étant de synthétiser des chitooligosaccharides, c'est-a-dire des
oligosaccharides constitués d’unités p-glucosamine et N-acétyl-b-glucosamine, nous
traiterons les méthodes de formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans ou 1,2-cis

dans des sucres 2-amino-2-désoxy-D-glucopyranose.
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4.2.1. Formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans

Pour obtenir une glycosylation 1,2-trans, deux voies sont communément
employées. La plus répandue consiste a utiliser un donneur de glycosyle contenant
un groupe participant sur la fonction amine en position 2 (schémas 20a, 20b). Dans
cette stratégie, la formation d’un intermédiaire cyclique bloque la face a du
donneur de glycosyle obligeant [’alcool accepteur a attaquer sur la face B, ce qui

entraine la formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans de facon stéréosélective.

OR
RO Q

RO
R,N

LG

R = groupes protecteurs
sucre donneur

OREB R'éH OR
o accepteur 0]
RO RO
RO A —_— RO OR'
NR, NR;
oxocarbenium avec R un groupe participant liaison glycosidique 1,2-trans

Schéma 20a : formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans par la stratégie du

groupe voisin participant

Les groupes participants sont capables de former U'intermédiaire bicyclique décrit
dans le schéma 20a. Pour cela, le groupe participant doit posséder une paire
d’électrons libres. Les groupes participants des glycosyles sont généralement des
esters, ou des amides dans le cas des dérivés 2-amino-2-désoxy. Ils réagiront selon

le mécanisme décrit dans le schéma 20b.
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OR
RO 0
RO e

NH

Y

o)

R = groupes protecteurs
R = Me, CH,Ph, Bu...

.

OR
OR@ o OR
RO O\ RS R'OH RO 0
accepteur ,
— > foerel RO OR
NH HN \@(O J\KH
Rq
RN, L o
oxocarbénium liaison glycosidique 1,2-trans

Schéma 20b : formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans par la stratégie du

groupe voisin participant

L’autre voie permettant d’obtenir une glycosylation 1,2-trans consiste a utiliser
d’'une part un halogénure 1,2-cis-2-amino-2-désoxy-a-Dp-glucopyranosyle ne
possédant pas de groupe participant sur la fonction amine, et d’autre part un
promoteur insoluble capable de bloquer la face a du donneur de glycosyle (schéma
21). Les promoteurs employés pour ce type de réaction sont généralement des sels
d’argent (silicate, aluminate). Mais la stéréosélectivité de cette méthode est
inférieure a celle obtenue avec la méthode du groupe voisin participant

précédemment décrite (schéma 20a).
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OR R'éH OR
0] accepteur (o)
RO RO
RO RO OR'
R-N face bloquée NR
2 LG q 2
f)romoteur

R = groupes protecteurs
sucre donneur

Schéma 21 : formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans en utilisant un 1,2-cis-

2-amino-2-désoxy-a-D-glucopyranosyle en présence d’un promoteur insoluble

4.2.2. Formation d’une liaison glycosidique 1,2-cis

La formation d’une liaison glycosidique 1,2-cis est possible si le groupement amine
en position 2 n’est pas protégé par un groupe participant et qu’un groupe partant
est présent sur la position anomeére avec une orientation 1,2-trans par rapport au

substituant en position 2 (schéma 22).

OR
RO 0
RO LG
NR,

R = groupes protecteurs
sucre donneur

Schéma 22 : donneur de glycosyle possédant un groupe partant avec une

orientation 1,2-trans

Une réaction de type SN; entre un halogénure de 2-amino-2-désoxy-B-D-
glucopyranosyle et un accepteur pourrait a priori conduire a une glycosylation 1,2-
cis. Mais un tel donneur de glycosyle est tres réactif et peu stable car déstabilisé
par effet anomére. R.-U. Lemieux et al. [223] ont résolu ce probléme en préparant
le donneur de glycosyle avec une configuration 1,2-trans in situ a partir de
’anomeére a stable par échange de groupes partants en présence de bromure de

tétraalkyle ammonium (schéma 23).
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OR bromure de tétraalkyl OR
RO 0] ammonium N RO o)
RO RO Br
R2N By NR,
R = groupes protecteurs R = groupes protecteurs
sucre donneur sucre donneur

R'OH = accepteur,
réaction type SN,

OR
RO Q
RO

Schéma 23 : formation d’une liaison glycosidique 1,2-cis

L’attaque de ’alcool accepteur R’OH sur la face a de ’halogénure de 2-amino-2-
désoxy-B-D-glucopyranosyle formé in situ étant plus rapide que |’épimérisation
inverse reconduisant a [’halogénure de configuration a, la glycosylation 1,2-cis est

obtenue avec une bonne stéréosélectivité.

4.3. Méthodes de glycosylation

Selon le groupe protecteur utilisé pour la fonction amine (participant ou non), la
nature du promoteur, la nature et la stéréochimie du groupe partant, il est possible
d’obtenir sélectivement une liaison 1,2-trans ou 1,2-cis. Plusieurs méthodes ont
été mises au point pour effectuer des réactions de glycosylation en suivant ces
considérations. Différents groupes protecteurs, différents promoteurs et différents
groupes partants ont été développés et les méthodes ont été progressivement

améliorées.

4.3.1. Réaction de Koenigs-Knorr

La premiére réaction de glycosylation a été effectuée par Koenigs et Knorr en 1901

[224]. Il s’agit d’une réaction de couplage entre un bromure ou un chlorure de
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glucopyranosyle tétra-O-acétylé (donneur de glycosyle) et d’un hydroxyle
(accepteur) avec un métal lourd comme promoteur (argent ou mercure).

La réaction de Koenigs-Knorr appliquée aux sucres 2-amino-2-désoxy-D-
glucopyranosides est décrite dans le schéma 24.

OA
g OAc OAc
Hg(CN), R'OH (o)
AZ?;O 9(CN),, ACO .\ ACO 0
AcO OR' AcO
AcNH | NHAC
0]
N
35a: LG =Br
35b : LG= Cl 36 37

Schéma 24 : réaction de Koenigs-Knorr appliquée aux sucres 2-amino-2-désoxy-D-

glucopyranoside

Les bromure et chlorure 35a et 35b sont obtenus par la réaction de la N-acétyl-p-
glucosamine tétra-0O-acétylée avec HBr ou HCl respectivement. Leur réactivité est
différente de celle des dérivés 2-0-acétylés initialement employés dans la réaction
de glycosylation de Koenigs et Knorr. Le bromure 35a est instable et le chlorure
35b est stable mais peu réactif. Ces deux donneurs de glycosyle sont utilisés pour
les réactions de glycosylation avec des alcools primaires tres réactifs placés en
exces et en présence de cyanure de mercure comme promoteur. La glycosylation
1,2-trans est obtenue avec un bon degré de stéréosélectivité mais la formation de
l’oxazoline 37 comme sous-produit de cette réaction diminue le rendement. Afin

de pallier ces problémes, d’autres méthodes de glycosylation ont été développées.

4.3.2. Méthode oxazoline

La méthode oxazoline est une extension de la réaction de Koenigs-Knorr

précédemment décrite et est détaillée dans le schéma 25.
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OAc . OAc . OAc
M*, -M(LG) o -H o
0] —_— AcO ——» AcO
AcO
AcO AcO AcO
LG
NHCOR HN \é;) N 0
38 39 R 37 R
R'OH, -H* R'OH
OAc
AcO Q
AcO OR'
NHCOR
40

Schéma 25 : glycosylation 1,2-trans par la méthode oxazoline

Le départ du groupe partant du composé 38 entraine la formation de l’ion
oxazolinium 39 qui perd un proton pour former l’oxazoline 37. Cette derniere peut
jouer le role de donneur de glycosyle dans une réaction de glycosylation 1,2-trans
conduisant au glycoside 40. Mais l’ion oxazolinium 39 peut étre formé sans
isolation de [’oxazoline 37 et permettre la formation d’une liaison glycosidique
1,2-trans apres couplage avec un alcool.

Les oxazolines les plus communément employées sont les méthyloxazolines ou le
groupement R est un méthyle. Dans ces conditions le composé 40 obtenu aprés la
glycosylation possede une fonction N-acétyle en position 2. D’autres oxazolines ont
été utilisées comme donneurs de glycosyle (R = Ph, CH,Cl, CH,Ph, CH,OMe, H).

Dans la procédure de Zurabyan et Khorlin [225, 226], le catalyseur de glycosylation
est 'acide para-toluenesulfonique et la réaction est effectuée dans le
nitrométhane et le toluéne a reflux. Dans les cas ou l’accepteur est un alcool
réactif (méthanol, alcool allylique, alcool benzylique, phénol...) la glycosylation est
obtenue avec des rendements de 40 a 70%.

Plusieurs améliorations ont été apportées a cette procédure. En utilisant des
solvants chlorés comme le 1,2-dichloroéthane a la place du nitrométhane et du
toluene, ou en employant d’autres promoteurs, les rendements de glycosylation
ont été améliorés. Grace a ces modifications, cette voie permet de synthétiser des

glycosides et oligosaccharides 2-amino-2-désoxy 1,2-trans. Le principal avantage de
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cette méthode est que le 2-amino-2-désoxy-B-D-glucopyranoside 40 formé est
directement sous forme N-acétyle lorsque R = Me. Mais dans ces conditions,
l’oxazolinium 39 est tres stable et ’oxazoline correspondante n’est donc pas un
trés bon donneur de glycosyle. Afin de pallier ce probleme, le groupement N-
acétyle doit étre remplacé par un groupe plus électroattracteur comme les groupes
trifluoroacétyle (TFA), trichloroacétyle (TCA) ou trichloroéthoxycarbonyle (Troc).
G. Blatter et al. [227] ont montré que Uutilisation du TCA comme groupe
protecteur de la fonction amine d’un donneur trichloroacétimidate permet
d’obtenir une liaison glycosidique 1,2-trans avec une bonne stéréosélectivité. De
plus, ce groupe protecteur est facilement transformé en N-acétyle par réduction
radicalaire avec BusSnH en présence de AIBN. D’autres méthodes, comme une
hydrogénolyse en présence de Pd/C ou encore le clivage du groupe TCA par NaOH
suivi d’une réacétylation permettent d’obtenir la fonction N-acétyle [228].

L’utilisation de la méthode oxazoline est limitée par les conditions dures dans
lesquelles la réaction est effectuée (haute température, milieu acide). De plus,
cette méthode se limite a des accepteurs possédant une fonction alcool réactive.
D’autres voies ont donc été mises au point pour permettre la glycosylation entre un

donneur de glycosyle et un accepteur peu réactif, comme la méthode phthalimido.

4.3.3. Méthode phthalimido

En 1976 R.-U. Lemieux et al. ont introduit Uutilisation des halogénures de 2-
désoxy-2-phthalimidoglycosyle dans les réactions de glycosylation comme une
méthode importante et fiable pour la préparation des 2-amino-2-désoxy-B-D-
glucopyranosides [229]. Les halogénures de 2-désoxy-2-phthalimidoglycosyle sont
préparés par la réaction d’un sucre 2-amino-2-désoxy avec |’anhydride phthaloique
en présence d’une base, suivie d’une peracétylation puis d’un traitement par HBr
ou HCL. En présence du complexe trifluorométhanesulfonate d’argent - collidine, le
bromure de 3,4,6-Tri-O-acétyl-2-désoxy-2-phthalimido-B-p-glucopyranosyle 41 peut
étre glycosylé avec des alcools simples et également avec des accepteurs
monosaccharides (schéma 26). Cette glycosylation donne de trés bons rendements

et a lieu a température ambiante.
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Schéma 26 : glycosylation 1,2-trans par la méthode phthalimido

Le départ du bromure conduit a Uintermédiaire 42 qui permet la formation du

composé 43 avec une liaison glycosidique 1,2-trans, le volumineux groupement

phthalimido bloquant la face a.

A partir de ce premier exemple de la méthode phthalimido, d’autres donneurs de

glycosyle ont été développés. Le schéma 27 regroupe les différents donneurs de

glycosyle 2-désoxy-2-phthalimido ainsi que les promoteurs associés a chacun.

OR OR
RO Q RO 0
RO Br/Cl RO OAc

NPhth NPhth

R = groupes protecteurs R = groupes protecteurs
halogénure acétate
promoteurs : AgQOTT,
AgC|O4/A92CO3, Hg(CN)2

OR OR
RO 0 RO 0
RO OC(NH)CCly RO O
3

NPhth NPhth

R = groupes protecteurs R = groupes protecteurs
trichloroacétimidate 4-pentényl
promoteurs : BF3.Et,0, TMSOTf promoteurs : I*

promoteurs : SnCly, BF3.Et,0, TMSOTf

OR
RO Q
RO SR
NPhth

R = groupes protecteurs
thioglycoside
promoteurs : NBS/TfOH, NIS/TfOH,
MeOTf, DMTST, NOBF,, PhSeOTf,

CuBr,/BusNBr/AgOTf
OR
RO Q
RO SePh
NPhth

R = groupes protecteurs
phénylséléno
promoteurs : AgOT/K,CO4

Schéma 27 : donneurs de glycosyle 2-désoxy-2-phthalimido et leurs promoteurs
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La plupart du temps, les réactions de glycosylation menées par la méthode
phthalimido permettent d’obtenir une Lliaison glycosidique 1,2-trans. Les
rendements sont bons et l’introduction de nouveaux groupes partants a permis
d’améliorer cette procédure. Néanmoins, la déprotection du groupe phthalimido
est effectuée par une hydrazinolyse avec 85% d’hydrate d’hydrazine dans ’éthanol
et a reflux, ou avec la butylamine au reflux du méthanol, ou encore avec
’hydroxylamine, l’acétate d’hydrazine ou NaBH,. Cette réaction de déprotection a
lieu en milieu alcalin, ce qui peut étre un inconvénient si [’oligosaccharide obtenu

est sensible aux conditions basiques.

4.3.4. Utilisation des donneurs 2-azido-2-désoxy

La fonction azoture n’est pas un groupe participant et n’entraine pas
d’encombrement stérique sur la face a du donneur de glycosyle. Ce groupement
peut donc étre utilisé pour obtenir des liaisons glycosidiques de configuration 1,2-
cis. Les sucres 2-azido-2-désoxy sont préparés selon la procédure développée par
R.-U. Lemieux et al. [230] (schéma 28).

OR OR RO N
NaN; CAN, CH;CN o} 3
(0] ’ RO e}
RO —_— RO + RO
RO ONO,
RO ONO,
N3

R = groupes

protecteurs 44a 44b

OR RO Ns
RO 0 RO -Q
RO LG RO LG
N3

45a 45b

LG =Cl, Br

Schéma 28 : préparation des halogénures 2-azido-2-désoxy-glycopyranosyle
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L’addition de nitrate d’ammonium et de cérium (IV) (NH4),Ce(NOs)s (CAN) et
d’azoture de sodium au glycal protégé (schéma 28) dans l’acétonitrile a -15°C et
sous atmosphere d’azote, permet d’obtenir majoritairement le composé équatorial
44a et également 44b. Le remplacement de la fonction nitrate des composés
44a,b en utilisant un sel de bromure ou de chlorure permet de synthétiser les

donneurs de glycosyle 45a,b ou LG = Br, Cl.

L’ouverture des 1,6:2,3-dianhydrohexopyranoses 46 par |'azoture de sodium
conduit de facon régio- et stéréosélective aux dérivés 2,3-trans-diaxiaux-2-azido
47 qui sont ensuite transformés en halogénures de 2-azido-2-désoxy-B-D-

glucopyranosyles 45a (schéma 29).

(0]
° OH OR
0o NaN3, NH,Cl o —_— RO
_— R —_—
RO RO LG
N3 Nj
46 47 45a
R = groupe protecteur R = groupe protecteur R = groupes protecteurs
LG =Cl, Br

Schéma 29 : préparation des halogénures de 2-azido-2-désoxy-8-D-glucopyranosyle

La stéréosélectivité de la réaction de glycosylation dépend de la nature du
promoteur et du groupe partant.

Les halogénures de 2-azido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyle sont les donneurs de
glycosyle les plus employés de cette famille. Une réaction de glycosylation menée
avec un donneur de glycosyle qui est un halogénure de 2-azido-2-désoxy-B-p-
glucopyranosyle et un promoteur soluble conduit a un glycoside 1,2-cis. Ce type de
liaison glycosidique requiert que le groupe protecteur de la fonction amine ne soit
pas un groupe participant, que ce dernier ne soit pas encombré et que de plus, le
groupe partant soit orienté 1,2-trans. Tous ces parametres vont permettre a
’accepteur d’attaquer le donneur de glycosyle sur la face ou se trouve le groupe
amine, créant ainsi une liaison glycosidique 1,2-cis. Les chlorures de 2-azido-2-
désoxy-B-D-glucopyranosyle sont activés par Ag,0, Ag,C0O;, CdCO;, Hg(CN),, et les

bromures de 2-azido-2-désoxy-a-D-glycopyranosyle peuvent étre utilisés en
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présence d’un promoteur qui permettra la formation in situ de ’anomere B comme
Hg(CN),/HgBr,, AgOTf ou AgClO4/Ag,CO; pour entrainer la formation d’une liaison
glycosidique 1,2-cis.

Schmidt [231] a introduit le trichloroacétimidate comme groupe partant dans les
conditions décrites dans le schéma 30.

OR OR OR
0 0 o}
RO base RO RO

N3 N3 N3 5o
48 49a 49b
R = groupes protecteurs
CCI;CN CCIsCN
OR OR
RO Q RO 0
RO O—-CCly RO
N;  NH Ns O~CCla
50a 50b NH

Schéma 30 : préparation du trichloroacétimidate de 2-azido-2-désoxy-D-

glucopyranosyle

L’anomére a ou B peut étre sélectivement obtenu selon la nature de la base. Une
base faible comme K;CO; conduira a l"anomere B 50a (produit cinétiquement
controlé) et une base forte du type NaH permettra la formation de l’anomere a
50b (produit thermodynamiquement controlé). Lorsque 'imidate a 50b est utilisé
comme donneur de glycosyle, la réaction de glycosylation en présence de BFs.Et;0
conduit au glycoside de configuration B avec de bons rendements. Si le donneur de
glycosyle est ’imidate B, la glycosylation en présence de TMSOTf permet d’obtenir
le glycoside de configuration a.

Le groupe B-1-thioalkyle peut également étre employé comme groupe partant pour
former un glycoside de configuration a. Le promoteur peut étre choisi parmi
MeOTf, DMTST, RSOTf (R = alkyl), PhSeOTf, NOBF4 ou un halonium.
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Selon le groupe partant choisi et la nature du promoteur, une liaison glycosidique
1,2-trans ou 1,2-cis peut étre obtenue. En raison du caractére non participant du
groupe azoture, il s’agit d’une méthode de choix pour la préparation de glycosides
1,2-cis. Cette méthode peut également étre utilisée pour former une liaison
glycosidique 1,2-trans lorsque le glycoside est sensible aux conditions acides et
basiques des méthodes oxazoline et phthalimido puisque le groupement amine est

obtenu par simple réduction de ’azoture.

4.3.5. Utilisation des donneurs 2-(alkoxycarbonyl)amino-2-

désoxy
L’utilisation des sucres 2-(alkoxycarbonyl)amino-2-désoxy 51 comme donneurs de
glycosyle est une voie tres intéressante pour effectuer une réaction de
glycosylation. Le groupe protecteur carbamate est un groupe participant qui va
conduire a la formation de |’azadioxocarbénium cyclique 52. L’addition de
l’accepteur permet ensuite de créer une liaison glycosidique 1,2-trans (schéma 31).
De plus, le carbamate peut étre déprotégé sélectivement pour donner la fonction

amine sans toucher aux autres groupes protecteurs.

OAc OAc OAc
AcO Q AcO 0 AGO 0
AcO LG  promoteur AcO R'OH AcO OR'
NH E—— o NH
HN
>=o \@ >:o
RO OR RO

51 52 53

LG = Br, Cl, OAc,
OP(Me),S, OC(NH)CCls
R = Me, Et, All, Bn, CH,CH,CI,
CH2CC|3, tBU, p-NOan

Schéma 31 : utilisation des sucres 2-(alkoxycarbonyl)amino-2-désoxy comme

donneurs de glycosyle

Le premier exemple dans la littérature de Uutilisation de ce type de donneur de

glycosyle met en jeu le bromure de 3,4,6-Tri-O-acétyl-2-(benzyloxycarbonyl)amino-
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2-désoxy-a-Dp-glucopyranosyle (LG = a-Br, R = Bn) comme donneur de glycosyle,
l’accepteur est le méthanol et le promoteur est Ag,COs [232].

L’utilisation des dérivés N-allyloxycarbonyl de la D-glucosamine a permis la
préparation de B-glucosides d’alcools simples mais également de disaccharides
avec de trés bons rendements (un disaccharide a été isolé avec un rendement de
86%) [233-240].

Cette procédure a ensuite été généralisée et divers substituants N-alkoxycarbonyl
ont été étudiés dans les réactions de B-glycosylation avec les dérivés 2-amino-2-
désoxy-D-glucose (rendement maximum obtenu = 81%) [241].

Cette méthode est une trés bonne alternative pour la synthese des glycosides 2-
amino-2-désoxy de configuration 1,2-trans. Le groupe protecteur est stable
(excepté dans des conditions tres basiques), les rendements sont bons et la

fonction amine peut étre déprotégée sélectivement.

Différentes méthodes ont été développées afin de permettre la formation de
liaisons glycosidiques de configuration déterminée. Grace a 'utilisation de divers
groupes protecteurs de la fonction amine, il est possible de synthétiser de
nombreuses structures d’oligosaccharides 2-amino-2-désoxy, notamment des

chitooligosaccharides.
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5.Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons détaillé les propriétés biologiques particulieres
des chitooligosaccharides, mettant en évidence le fort potentiel de cette famille
de molécules. Les nombreuses applications qu’ils pourraient offrir dans les
domaines de la médecine, de la pharmacie, de l’agriculture, de l’industrie
alimentaire ou encore des cosmétiques illustrent parfaitement cet aspect.

Les activités biologiques des oligomeéres de chitine et chitosane ont été étudiées,
dans la plupart des cas, en utilisant des mélanges de chitooligosaccharides. La
taille et la structure des oligomeres possédant l’activité biologique sont donc
méconnues. C’est pourquoi nous avons décidé de mettre au point une nouvelle
méthode de préparation des chitooligosaccharides. Afin d’obtenir un controle
parfait des degrés de polymérisation et d’acétylation ainsi que de la distribution
des deux unités D-glucosamine et N-acétyl-pD-glucosamine, nous avons choisi de
préparer nos chitooligosaccharides par synthese chimique. En effet, les méthodes
par dégradation du polymere ne permettent pas d’obtenir des structures
parfaitement définies. Or, obtenir des chitooligosaccharides parfaitement définis
est indispensable pour établir une relation structure - activité.

Apres avoir étudié les différentes méthodes de synthese des oligosaccharides de 2-
amino-2-désoxy-B-D-glucopyranosyle et de  N-acétyl-2-amino-2-désoxy-B-D-
glucopyranosyle, nous avons mis au point une stratégie permettant de synthétiser
les chitooligosaccharides avec un parfait controle des parameétres évoqués ci-

dessus.
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1.Introduction

Notre objectif est de synthétiser des chitooligosaccharides possédant une structure
et une architecture parfaitement définies, c'est-a-dire avec un contréle parfait des
degrés de polymérisation et d’acétylation, ainsi que de la distribution des deux
unités constitutives b-glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine.

Une étude bibliographique a permis de mettre en avant les limites des méthodes de
préparation des chitooligosaccharides par dégradation de la chitine ou du chitosane
concernant le controle de ces parametres. En effet, le clivage des liaisons
glycosidiques se produit de facon quasi aléatoire. Méme si lors de la désamination
nitreuse le degré de polymérisation peut étre fixé en ajustant la quantité d’acide
nitreux, le degré d’acétylation ou la distribution des deux unités constitutives ne
peuvent étre controlés. Ces méthodes conduisent alors a des mélanges de
chitooligosaccharides correspondant a un degré de polymérisation moyen et avec
des rendements médiocres.

La voie par synthése permet, par assemblage de blocs de construction
monosaccharide définis, de toujours controler la structure de |’oligosaccharide.
Mais la synthése enzymatique est limitée par la disponibilité des enzymes, leur
colt et les faibles rendements obtenus. En revanche, de nombreuses synthéses
chimiques de chitooligosaccharides sont reportées, notamment de
lipochitooligosaccharides ou de chitobioses. L’utilisation de groupes protecteurs
spécifiques de la fonction amine permet de synthétiser de facon efficace des
oligosaccharides 2-amino-2-désoxy reliés par une liaison glycosidique B-(1—4). Il
s’agit de la méthode de choix pour obtenir des chitooligosaccharides avec un
controle parfait des parametres structuraux. Nous avons alors tenté de mettre au
point une stratégie de synthese chimique permettant d’obtenir des
chitooligosaccharides parfaitement définis, et notamment des hétéro-
chitooligosaccharides.

Dans ce chapitre, nous décrirons tout d’abord notre stratégie de synthése puis nous
détaillerons la préparation des intermédiaires et les réactions chimiques
permettant d’obtenir les chitodisaccharides. Enfin, dans une derniére partie, des
analyses physico-chimiques effectuées sur ces composés seront reportées. Ce

travail, basé sur U’étude des propriétés électrostatiques des chitodisaccharides,
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permettra de déterminer les valeurs de leurs pK apparents et si une loi de

comportement peut étre établie.



tel-00628743, version 1 - 4 Oct 2011

Résultats et discussion 71

2.Stratégie

Les chitooligosaccharides que nous souhaitons synthétiser ont la structure décrite

dans le schéma 32.

R'NH

HO o HO
HO HO (0] Q
HO (0] HO
o OH
NHR OH . NHR'
R'=AcouH

Schéma 32 : structure des chitooligosaccharides

Ces oligosaccharides sont constitués d’unités D-glucosamine et N-acétyl-p-
glucosamine reliées par une liaison B-(1—4). La liaison glycosidique entre deux
unités constitutives est de configuration 1,2-trans.

L’utilisation de groupes protecteurs spécifiques de la fonction amine, l’introduction
de groupes protecteurs permanents et temporaires des fonctions alcool, ainsi que
le choix du groupe partant, vont nous permettre de synthétiser cette liaison

glycosidique.

2.1. Groupes protecteurs de la fonction amine

Les groupes protecteurs de la fonction amine doivent orienter la liaison
glycosidique en configuration trans. Un de ces groupements doit de plus conduire
apres déprotection a une fonction -NH, tandis que ’autre permettra d’obtenir le
groupe -NHAc.

La voie couramment employée pour synthétiser des liaisons glycosidiques de
configuration trans consiste a utiliser un groupe protecteur participant. L’étude
bibliographique a montré d’une part que Uutilisation des sucres 2-
(benzyloxycarbonyl)amino-2-désoxy (2-NHZ) comme donneurs de glycosyle permet
de créer une liaison glycosidique 1,2-trans (schéma 31). D’autre part, 'utilisation
du trichloroacétyle (TCA) comme groupe protecteur de la fonction amine permet

également d’obtenir une liaison glycosidique 1,2-trans avec une bonne
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stéréosélectivité. Le groupement TCA peut étre ensuite facilement converti en
fonction N-acétyle par réduction radicalaire en présence de 2,2’-
azobisisobutyronitrile (AIBN) et d’hydrure de tributyl étain sans entrainer de
modification chimique du benzyloxycarbonyle. Quant a ce dernier, une
hydrogénation catalytique en présence de palladium activé sur charbon permet de
le cliver, libérant ainsi la fonction amine sans déprotéger le groupe
trichloroacétyle.

L’utilisation de ces deux groupes protecteurs orthogonaux a de plus ’avantage de
mettre en jeu des réactions d’introduction et de suppression simples et possédant
de bons rendements.

En utilisant ces deux groupes protecteurs nous pouvons donc espérer obtenir des
oligosaccharides constitués d’unités D-glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine
reliées par une liaison trans glycosidique.

Les deux groupes protecteurs de la fonction amine étant choisis, il faut ensuite

considérer la protection des différentes fonctions hydroxyle.

2.2. Groupes protecteurs des fonctions hydroxyle

Les oligosaccharides peuvent étre synthétisés de facon linéaire ou par blocs. Dans
’approche linéaire, un donneur de glycosyle monosaccharide est couplé a une
chaine oligosaccharide qui s’allonge a chaque addition du donneur monosaccharide.
Une stratégie plus efficace consiste a coupler des accepteurs et donneurs de
glycosyle oligosaccharides (schéma 33). Il s’agit d’une synthese dite convergente
ou le choix des groupes protecteurs utilisés pour protéger les fonctions alcool est
tres important. Il faut utiliser des groupes protecteurs orthogonaux, c'est-a-dire
qu’il doit étre possible de déprotéger sélectivement une fonction alcool afin de
transformer ’oligosaccharide protégé en un donneur ou accepteur de glycosyle.
Les conditions de déprotection conduisant aux oligosaccharides donneurs et
accepteurs de glycosyle sont spécifiques aux groupes protecteurs employés et ne
sont pas précisées dans le schéma 33 qui est un schéma général illustrant la

synthése convergente des chitooligosaccharides.
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OR3 OR3
R'Q Q . HQ Q
R%0 R%0 OR2
LG
NHR NHR
R=TCAouZ
R', R® = groupes protecteurs R2?, R® = groupes protecteurs
donneur de glycosyle monosaccharide accepteur de glycosyle monosaccharide
54 55
promoteur
3
OR NHR
R1%) (e] R3O OR2
R°O (0] o)
NHR OR3
chitodisaccharide protégé
déprotection de R’ 1) déprotection de R?

2) introduction du groupe partant

3 3
OR NHR OR NHR
HO O R0 OR2 RO O R0 LG
R R
0 0 4 0 o K
NHR OR3 NHR OR3?

R2, R® = groupes protecteurs R, R3 = groupes protecteurs
accepteur de glycosyle disaccharide donneur de glycosyle disaccharide
56 57

R=TCAouZ

Schéma 33 : synthese convergente de chitooligosaccharides

Les groupes protecteurs temporaires R' et R? des fonctions alcool doivent &tre
choisis de facon a permettre leur déprotection sélective pour obtenir un nouveau
donneur ou un nouvel accepteur de glycosyle, sans entrainer de modification
chimique des groupes protecteurs permanents R et R*. Des critéres comme les
facilités d’introduction et de suppression avec de bons rendements, ainsi que leur

compatibilité, nous ont amené a choisir des groupes protecteurs de type ester,
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silyle et éther. Ces fonctions sont couramment utilisées pour protéger les fonctions
alcool, les réactions d’introduction et suppression sont donc bien connues. Enfin, il
est possible de déprotéger sélectivement un de ces groupements sans modifier les
deux autres. Les groupes protecteurs que nous avons choisis sont les suivants :

- acétyle (Ac) pour l’alcool en position 4 (R")

- tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS) pour ’alcool anomére (R?)

- benzyle (Bn) pour les autres fonctions alcool (R?)

Afin de mettre au point une synthése efficace, nous utilisons la méme stratégie
pour chacune des deux unités D-glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine. Les
groupes protecteurs choisis pour les fonctions alcool seront ainsi identiques pour
les deux séries. La seule différence sera bien sir la nature du groupe protecteur
utilisé pour la fonction amine.

La derniére fonction a définir est celle portée par le carbone anomere lors de la

réaction de glycosylation : le groupe partant.

2.3. Choix du groupe partant

Plusieurs groupes partant peuvent étre utilisés dans une réaction de glycosylation.
Parmi les exemples de la littérature, les halogénures, les thioéthers, le 4-pentényle
et le trichloroacétimidate sont couramment employés [222]. G. Blatter et al. [227]
ont montré que ce dernier, en présence du groupement NHTCA en position 2, est
un donneur efficace activé par BF;.Et;0 ou TMSOTf pour conduire a de bons
rendements de glycosylation. Il est facilement synthétisé a partir du dérivé 1-
hydroxyle en présence de trichloroacétonitrile et d’une base. Selon la base
employée, l'anomére B (produit cinétiquement controlé) ou a (produit
thermodynamiquement controlé) peut étre obtenu (schéma 30). Comme pour les
groupes protecteurs des fonctions hydroxyle, le groupe partant sera le méme dans

les deux séries.
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2.4. Structure des monosaccharides donneurs et
accepteurs de D-glucosamine et N-acétyl-p-

glucosamine

En prenant en compte les différentes contraintes liées au choix des groupes
protecteurs des fonctions amine et alcool nécessaires a la synthese chimique des
chitooligosaccharides, les monosaccharides que nous utiliserons en tant que
donneurs de glycosyle pour cette synthese sont les composés 58 et 59 décrits dans

les schémas 34a et 34b.

OBn OBn

OBn
o promoteur ACO o) -H* AcO (0]
AcO ’ B > BnO
BnO no
TCAHN o_ _col, an. P N §(0
NH CCly CCls
58
donneur de N-acétyl-D-glucosamine R'OH
OH OBn
o déprotection o)
HO B E—— AcO
HO OR' B E— BnO OR'
NHAc NHTCA

Schéma 34a : donneur de N-acétyl-D-glucosamine
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OBn OBn OBn
ACO 0 AcO © AcO °
BnO promoteur BnO R'OH BnO OR'
ZHN s ZHN
OTCCIs HN 0]
NH \@
OBn
59
donneur de D-glucosamine déprotection
OH
HO Q
HO OR'

NH,
Schéma 34b : donneur de p-glucosamine

Pour les accepteurs R’OH, nous choisirons les dérivés 60 et 61 décrits dans le

schéma 35.
OBn OBn
HO Q HO ©
BnO OTBDMS BnO OTBDMS
NHTCA NHZ
60 61
accepteur de N-acétyl-D-glucosamine accepteur de D-glucosamine

Schéma 35 : accepteurs de N-acétyl-p-glucosamine et D-glucosamine

Ces quatre monosaccharides sont tous des dérivés 2-amino-2-désoxy-p-
glucopyranose. Ils pourront donc étre synthétisés de facon avantageuse selon un
protocole multi-étapes a partir d’'une molécule commune, commerciale et peu
chére : le chlorhydrate de p-glucosamine.

Les accepteurs 60 et 61 possedent leur seule fonction hydroxyle libre en position
4. Les donneurs 58 et 59 portent le groupe partant trichloroacétimidate en
position anomeére. La fonction amine en position 2 est protégée par un groupe
participant qui conduira aprés déprotection a une fonction -NH; ou -NHAc. Ces
conditions nous permettront, aprés une réaction de couplage suivie d’un protocole

multi-étapes de déprotection, d’obtenir des disaccharides constitués d’unités b-
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glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine reliées par une liaison B-(1—4), c'est-a-dire

des chitodisaccharides.

2.5. Synthese de chitooligosaccharides de degrés de

polymérisation supérieurs a 2
Le couplage d’un donneur de N-acétyl-p-glucosamine ou D-glucosamine 58 ou 59
avec un accepteur de N-acétyl-p-glucosamine ou D-glucosamine 60 ou 61 nous
permettra d’obtenir des chitodisaccharides protégés parfaitement définis. Grace a
’utilisation des groupes protecteurs temporaires des fonctions alcool en position 1
et 4, il sera possible de convertir ces chitodisaccharides soit en donneur soit en
accepteur de glycosyle. Ces nouveaux chitodisaccharides nous permettront de
synthétiser des chitooligosaccharides possédant un degré de polymérisation
supérieur a 2 par synthese convergente (schéma 33). Par exemple, les
chitodisaccharides donneurs et accepteurs de glycosyle pourront étre couplés avec
un monosaccharide pour obtenir le chitotrisaccharide correspondant. Ils pourront

également étre couplés entre eux pour former le chitotétrasaccharide (schéma 36).
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OBn RHN
AcO QO Bno
BnO 0 K

NHR OBn

R=TCAouZ
disaccharide donneur de glycosyle

OBn NHR
HO O Bno OTBDMS
BnO o) d

NHR OBn

R=TCAouZ
disaccharide accepteur de glycosyle

promoteur

OBn NHR OBn NHR
AcO O BnO o) O BnO OTBDMS
BnO 0 g o 0 4
NHR OBn NHR OBn

R=TCAouZzZ
chitotétrasaccharide

Schéma 36 : synthese convergente d’un chitotétrasaccharide

Le chitotétrasaccharide ainsi obtenu pourra étre totalement déprotégé ou
sélectivement converti en donneur (déprotection de l’alcool anomeére puis synthése
de limidate), ou en accepteur (déprotection de ’acétyle) pour permettre
l’allongement de la chaine oligosaccharide.

Cet exemple montre que notre stratégie, en employant les chitooligosaccharides
précédemment obtenus, permettra ’obtention de chitooligosaccharides de degrés

de polymérisation supérieurs par synthese convergente.

2.6.Bilan de la stratégie de synthése des

chitooligosaccharides

Le schéma 37 décrit la stratégie que nous avons mise au point pour synthétiser des

chitodisaccharides possédant une structure et une architecture contrélées.
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accepteurs donneurs
BnO 0 AB(r)wO 0
"o oTBDMS | ““Bno
@ NHTCA TCAHN GleNAc
) CCl3
H HO o) protections 60 58 NH
9|O OH ————
NH;*CI
3 Cl BnO BnO
. Q AcO R
D-glucosamine l_é(%o oTBDMS | “Bro GlcN
NHZ ZHN
) CCl
61 59 NH

@ couplage

liaison glycosidique
de configuration 8
! NHR

OBn o /
A%(% 5 y gn\()%?\omoms
NHR OBn
R=TCAouZ

chitodisaccharide protégé

O

déprotections
HO o NHR
HO
HOS O\%WOH
NHR OH
R=AcouH

chitodisaccharide cible

Schéma 37 : stratégie de synthese des chitodisaccharides

Dans une premiere phase, un protocole multi-étapes va nous permettre de
synthétiser les quatre monosaccharides donneurs et accepteurs de p-glucosamine
et N-acétyl-p-glucosamine a partir du chlorhydrate de p-glucosamine. La deuxieme
phase implique une réaction de couplage entre un des deux donneurs et un des

deux accepteurs pour obtenir un chitodisaccharide protégé. En choisissant quel



tel-00628743, version 1 - 4 Oct 2011

Résultats et discussion 80

donneur est couplé avec quel accepteur, nous obtenons un disaccharide dont le
degré de polymérisation, le degré d’acétylation et la distribution des deux unités
constitutives sont parfaitement controlés. Enfin, un protocole multi-étapes de
réactions de déprotection conduira au chitodisaccharide cible.

L’utilisation de groupes protecteurs temporaires des fonctions alcool permettra
également la préparation de chitooligosaccharides de degrés de polymérisation
supérieurs a 2 par synthese convergente. En effet, les chitodisaccharides protégés
obtenus apres le couplage de deux monomeres pourront étre convertis en nouveaux
donneurs ou accepteurs. Cette stratégie permettra ainsi de préparer divers
chitooligosaccharides possédant tous un parfait controle des trois parametres clés

précédemment cités.
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3.Synthese des quatre  monosaccharides
donneurs et accepteurs de D-glucosamine et

N-acétyl-D-glucosamine

Nous souhaitons préparer des chitooligosaccharides par synthese chimique a partir

des quatre blocs constructifs monosaccharide 58, 59, 60 et 61 rappelés dans le

schéma 38.
OBn OBn
AcO 0 AcO 0
BnO BnO
TCAHN g CCl, ZHN OTCC|3
NH NH
58 59
donneur de N-acétyl-D-glucosamine donneur de D-glucosamine
OBn OBn
HO Q HO Q
BnO OTBDMS BnO OTBDMS
NHTCA NHZ
60 61
accepteur de N-acétyl-D-glucosamine accepteur de D-glucosamine

Schéma 38 : blocs monosaccharide utilisés dans la synthese convergente des

chitooligosaccharides

3.1. Synthese des deux monosaccharides donneur et

accepteur de D-glucosamine 59 et 61

3.1.1. Analyse rétrosynthétique

Une analyse rétrosynthétique des monosaccharides donneur et accepteur de b-

glucosamine est représentée dans le schéma 39.
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CCls NHZ

NH
59 61 65

BnO BnO Ph o}
AcO Q HO Q OA/O
BnO ——— Bno OTBDMS ——  BnoO OTBDMS
ZHN OT NHZ

AcO
AcO
AcO

0
ZHN oAc z
62

AcO Ph 0
AcO Q /YA/O
———— "AcO OTBDMS ——— HOWOTBDMS
NHZ NH
63

64

HO
HO Q
HO OH
NH5*CI
D-glucosamine
Schéma 39 : analyse rétrosynthétique des donneur et accepteur de p-glucosamine

59 et 61

Le donneur de p-glucosamine 59 peut étre efficacement préparé a partir de
’accepteur 61 en déprotégeant le groupement silyle par un fluorure et en formant
le groupe partant trichloroacétimidate a partir de ’hémiacétal réagissant avec
CCL3CN en présence d’une base.

L’accepteur 61 est lui-méme obtenu par ouverture régiosélective de ’acétal de
benzylidéene 65 résultant de la benzylation de ’alcool en position 3 du composé
64.

Quant au composé 64, il est préparé a partir de Uintermédiaire 63 aprés la
suppression des trois groupements acétyles de ce dernier, permettant ainsi la
formation de ’acétal de benzylidene apres réaction du triol avec le 2,2-
diméthoxybenzaldéhyde en présence d’un catalyseur acide.

Le groupe protecteur tert-butyldiméthylsilyle du composé 63 est quant a lui

introduit en faisant réagir le chlorure de tert-butyldiméthylsilyle avec ’hémiacétal
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obtenu aprés la désacétylation sélective en position anomére de l'intermédiaire
tétra acétylé 62.

Enfin, le produit 62 peut étre synthétisé a partir du chlorhydrate de p-glucosamine
en introduisant tout d’abord le groupement Z par réaction du chloroformate de

benzyle en milieu basique, puis en peracétylant la molécule.

3.1.2. Synthese de l’accepteur de D-glucosamine 61

La premiére étape consiste a protéger la fonction amine du chlorhydrate de p-
glucosamine puis a peracétyler la molécule pour obtenir le composé tétra acétylé
62 (schéma 40).

HO 1. ZCl, NaHCO3, H,0

HO Q 2. Ac,0, Pyridine, DMAP cat ACO 0
HO OH AR
NH.*CF 75% (2 étapes)
3 ZHN dac
D-glucosamine 62

Schéma 40 : préparation de [’intermédiaire 62 dans la synthése des deux

monomeéres donneur et accepteur de pD-glucosamine

Dans un premier temps, le chlorhydrate de b-glucosamine est solubilisé dans une
solution aqueuse a 0°C rendue basique par ’hydrogénocarbonate de sodium (4.5
éq) afin de libérer la fonction amine. Lorsque le produit est totalement dissous,
une solution contenant 3 équivalents de chloroformate de benzyle (ZCl) dans de
l’acétone est ajoutée de facon controlée. Le précipité blanc formé apres 15 min de
réaction a 0°C est filtré puis lavé par de l’éther.

Les quatre fonctions hydroxyle sont ensuite acétylées sans autre purification du
précipité. Ce dernier est mis en suspension dans la pyridine et une quantité
catalytique de DMAP est ajoutée. Le mélange est refroidi a 0°C avant l'ajout
goutte a goutte de deux équivalents d’anhydride acétique par fonction alcool.
Lorsque la conversion est totale et aprés traitement du milieu réactionnel, une
purification par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 60/40)
conduit au dérivé tétra acétylé 62 sous la forme d’une huile jaune avec un

rendement de 75% pour les deux étapes.
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Le produit 62 a été caractérisé par RMN 'H et *C. L’étude du spectre 'H met en
évidence quatre singulets intégrant chacun pour trois protons a 2.16, 2.09, 2.03 et
1.92 ppm caractéristiques des quatre fonctions acétyle. L’introduction du
groupement benzyloxycarbonyle Z est confirmée par le multiplet intégrant pour
cing protons compris entre 7.36 et 7.33 ppm représentatif du groupe phényle.
Enfin, le groupe acétate sur la position anomere est en configuration a puisque le
spectre révele un seul signal pour le proton H-1, un doublet dont la constante de
couplage Ji; est 3.57 Hz.

La spectrométrie de masse SM-HR (ES+) a également permis de s’assurer de la
structure de lintermédiaire 62 en confirmant sa masse molaire avec un pic a
504.1480 représentant l’ion [M+Na]".

L’étape suivante consiste a désacétyler sélectivement la position anomere du
composé 62 en utilisant de lacétate d’hydrazine [242], puis a faire réagir
’hémiacétal obtenu avec le chlorure de tert-butyldiméthylsilyle pour synthétiser

’intermédiaire 63 (schéma 41).

AcO 1. AcOH, NH,NH,, DMF AcO o
AcO Q 2. TBDMSCI, Imidazole, DMF ~ AcO
AcO AcO OTBDMS

69% (2 étapes) NHZ
ZHN OAc

62 63

Schéma 41 : préparation de l’intermédiaire 63 dans la synthése des deux

monomeres donneur et accepteur de p-glucosamine

Le composé 62 est dissous dans le DMF puis un exces d’acétate d’hydrazine (1.6
€q) est ajouté. Précisons que l’acétate d’hydrazine utilisé dans cette réaction a
été au préalable synthétisé avec un rendement de 67% (apres recristallisation dans
le méthanol) en faisant réagir un léger excés d’hydrazine (1.15 éq) avec une
solution d’acide acétique dans de l’éther.

Un suivi par CCM (Heptane/AcOEt : 50/50) indique qu’au bout de deux heures de
réaction le produit est totalement consommé et deux taches de Rf 0.19 et 0.26

représentent les anomeres a et B de I’hémiacétal formé. Ce dernier réagit sans
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purification préalable avec 1.5 équivalents de chlorure de tert-butyldiméthylsilyle
en présence de 2.5 équivalents d’imidazole dans le DMF [243]. Apres 16 h de
réaction a température ambiante, la réaction est stoppée et l’exces de chlorure de
tert-butyldiméthylsilyle est détruit par ajout de méthanol. Aprés traitement du
milieu réactionnel, une purification par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 40/60) conduit au produit tri-acétylé 63 sous la forme d’une
poudre blanche avec un rendement global de 69% pour les deux étapes.

L’analyse RMN 'H effectuée sur le composé 63 met en évidence la disparition d’un
des quatre singulets représentatifs des groupements acétyle et dans le méme
temps trois singulets intégrant respectivement pour neuf, trois et trois protons
apparaissent a 0.86, 0.09 et 0.06 ppm. Il s’agit des signaux caractéristiques du
tert-butyldiméthylsilyle. En revanche, la configuration du carbone anomeére ne
peut étre définie puisque le signal du proton anomere est superposé avec d’autres
signaux. Mais cette derniére pourra étre déterminée lors d’une étape ultérieure.

Le composé 63 a également été caractérisé par RMN 'H et '*C par S. Hanashima et
al. [243], et nos analyses sont en accord avec leur description.

Enfin, la spectrométrie de masse MALDI-Tof ayant révélé une masse molaire de 576

g.mol™" pour Uion [M+Na]*, la structure de l’intermédiaire 63 est confirmée.

Dans la suite du protocole multi-étapes, les trois groupements acétyles de
’intermédiaire 63 sont supprimés dans les conditions classiques de Zemplen [244],
puis le triol obtenu réagit avec le 2,2-diméthoxybenzaldéhyde en présence d’un
catalyseur acide, l’acide camphosulfonique (ACS) pour conduire au composé 64
(schéma 42).

1. NaOMe, MeOH

2. IR 120 (H")
AcO 3. PhCH(OMe),, ACS cat,  Ph 0
AcO Q (OMe): TN o
o CHACN 0
ACO OTBDMS HOWOTBDMS
NHZ 89% (3 étapes) NHZ
63 64

Schéma 42 : préparation de [’intermédiaire 64 dans la synthése des deux

monomeéres donneur et accepteur de D-glucosamine
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Le composé 63 subit une désacétylation totale dans les conditions de Zemplen
[244], c'est-a-dire en présence de méthanolate de sodium dans du méthanol. Pour
cela, 0.1 équivalents de sodium par groupement acétyle sont ajoutés a 0°C a une
solution du composé 63 dans le méthanol. Un suivi par CCM (AcOEt) indique que la
réaction est généralement terminée au bout d’une heure, et une tache de Rf 0.23
caractérise le produit formé. Le sodium ayant rendu le milieu basique, la solution
de triol est finalement neutralisée a ’aide d’une résine acide Amberlite IR-120
(HY).

L’intermédiaire triol est ensuite solubilisé sans purification préalable dans
"acétonitrile, puis un excés de 2,2-diméthoxybenzaldéhyde (1.5 éq) et une
quantité catalytique d’acide camphosulfonique (4% molaire) sont ajoutés au
mélange réactionnel. Le suivi par CCM (Heptane/AcOEt : 50/50) révele que la
formation de ’acétal de benzylidene s’effectue aprés 5 h de réaction. Ce dernier
est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 60/40 +
triethylamine). L’acétal de benzylidéne 64 est alors isolé sous la forme d’une
poudre blanche avec un rendement global de 89%.

La structure de ce composé a été confirmée par les analyses RMN 'H et *C ou
encore la spectrométrie de masse MALDI-Tof. En effet, le spectre RMN "H montre la
disparition des trois singulets caractéristiques des groupements acétyle. De plus, le
multiplet compris entre 7.51 et 7.32 ppm révele la présence d’un deuxiéeme
phényle tandis que le singulet intégrant pour un proton a 5.50 ppm correspond au
signal du proton de l’acétal de benzylidene.

Quant a la spectrométrie de masse, elle permet de déterminer une masse molaire

de 538 g.mol ™ caractéristique de l’ion [M+Na]".

L’étape suivante consiste a protéger la fonction alcool libre en position 3 du
composé 64 par un groupement benzyle (qui jouera le réle de groupe protecteur

permanent) dans les conditions du schéma 43.
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BnBr, BaO,
N B0y DUE | o0

HOWOTBDMS BnoWOTBDMS

NHZ 69% NHZ

64 65
Schéma 43 : préparation de l’intermédiaire 65 dans la synthése des deux

monomeres donneur et accepteur de D-glucosamine

Un premier essai de benzylation dans les conditions classiques (BnBr et NaH) n’a
pas permis d’obtenir le produit attendu. Ce résultat étant probablement di au fait
que la fonction carbamate NHZ est sensible aux conditions trés basiques, la
méthode de O-benzylation de ce dérivé doit étre effectuée dans des conditions
basiques plus douces. Le systeme bromure de benzyle en présence d’oxyde de
baryum et d’hydroxyde de baryum décrit par J.-C. Jacquinet et al. [245] a donc été
utilisé.

Ainsi, le composé 63 est dissous dans le DMF puis 4 équivalents d’oxyde de baryum,
0.5 équivalents d’hydroxyde de baryum et un léger exces de bromure de benzyle
(1.3 éq) sont successivement ajoutés. La réaction s’effectuant en conditions
hétérogenes, 24 h sont nécessaires pour convertir le produit de départ. L’exces de
bromure est ensuite détruit par un ajout de méthanol. Conformément au protocole
de J.-C. Jacquinet et al. [245], le milieu est dilué dans du dichlorométhane et lavé
par une solution aqueuse contenant 60% d’acide acétique puis par de la saumure.
L’ajout d’acide acétique permet de former le sel Ba(OAc); qui, étant soluble dans
’eau, sera éliminé par lavage. Mais, adapté a notre structure contenant un acétal
de benzylidene sensible aux conditions acides, ce traitement entraine une
dégradation du produit. L’utilisation d’une solution aqueuse contenant 20% d’acide
acétique a permis de limiter la dégradation tout en éliminant les sels de baryum.
Une purification par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt :
80/20 + triéthylamine) a conduit au dérivé 3-O-benzylé 65 sous la forme d’une
huile jaune avec un rendement de 69%.

La caractérisation par RMN 'H et *C ainsi que la spectrométrie de masse par
électrospray ont confirmé la structure du composé 65. Le spectre 'H révéle

’apparition d’un troisieme groupement phényle dans le multiplet compris entre
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7.53 et 7.28 ppm qui intégre désormais pour quinze protons. De plus, le multiplet
de deux protons a 4.74 ppm est caractéristique du CH; de la fonction benzyle.
L’introduction du groupement benzyle est également confirmée par la
spectrométrie de masse qui fait apparaitre un signal a 628 g.mol™ représentant
’ion [M+Na]".

La derniére étape pour obtenir l’accepteur de D-glucosamine 61 consiste en une
ouverture régiosélective de l’acétal de benzylidéne permettant d’obtenir le dérivé

6-0-benzyl-4-hydroxy (schéma 44).

/Voﬁ/o DCM, -10°C HO Q
BnOWOTBDMS - BnO OTBDMS

NHZ 75% NHZ

65 61

Schéma 44 : préparation de [’accepteur de D-glucosamine 61

M.-P. DeNinno et al. [246] ont décrit Uutilisation du systeme triéthylsilane - acide
trifluoroacétique pour obtenir ce dérivé a partir de I’acétal de benzylidene. Nous
avons suivi ce mode opératoire et le composé 65 a été dissous dans le
dichlorométhane anhydre et refroidi a 0°C avant U’ajout de 10 équivalents de
triéthylsilane. 10 équivalents d’acide trifluoroacétique ont ensuite été additionnés
de facon controlée. La température du milieu réactionnel remonte progressivement
a 'ambiante et la réaction est suivie par CCM (Heptane/AcOEt : 70/30). Des
produits de dégradation sont observés. Une purification a ’aide d’une
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 70/30) permet d’isoler
une petite fraction du produit voulu ainsi que le produit de dégradation qui est
majoritaire (70%). Une analyse RMN 'H a mis en évidence la disparition d’un
groupement benzyle. Le produit de dégradation est donc le diol résultant de
’hydrolyse de ’acétal de benzylidene. L’utilisation de dichlorométhane et de
tamis moléculaire 3 A diminue la proportion de diol formé, mais ce dernier reste le

produit majoritaire (60%). De nouveaux essais au cours desquels la température
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reste constante a 0°C ont été menés. Le temps de réaction est difficile a
déterminer. En effet, les suivis par CCM mettent en évidence qu’un temps de
réaction de quelques minutes ne permet pas une conversion totale. Mais lorsque
cette derniere est suffisamment avancée, le produit majoritaire est le diol. Nous
avons a nouveau abaissé la température et la réaction a été conduite a -10°C. Dans
ces conditions la formation du diol est limitée et une purification par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt: 70/30) permet de
séparer les deux produits et le composé 61 est obtenu sous la forme d’une huile
incolore avec un rendement de 75%.

L’étude du spectre RMN 'H a confirmé la présence de trois groupements benzyle.
En effet, le multiplet compris entre 7.41 et 7.25 ppm integre pour quinze protons,
soit trois phényles. De plus, deux multiplets a 4.71 et 4.57 ppm, intégrant chacun
pour deux protons, mettent en évidence les signaux des CH, des groupements OBn.
Enfin, le singulet a 2.95 ppm, caractéristique d’une fonction alcool, confirme la
formation de l’accepteur. Quant a la position des deux groupes O-benzyle, elle a
été établie grace a des analyses RMN a deux dimensions de type COSY, HSQC et
HMBC. Les taches de corrélation proton-proton ainsi que proton-carbone courte et
longue distances ont mis en évidence que ces deux groupements se trouvent en
positions 3 et 6.

Enfin, la spectrométrie de masse par électrospray a confirmé la masse molaire de
l’accepteur de D-glucosamine en faisant apparaitre un signal a 630 g.mol™,

représentatif de ’ion [M+Na]".

3.1.3. Synthese du donneur de D-glucosamine 59

Le donneur de bp-glucosamine 59 est synthétisé en trois étapes a partir de

l’accepteur de p-glucosamine 61 dans les conditions du schéma 45.
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1. Ac,0, Pyridine, DMAP cat

2. BuyNF, AcOH, THF
BnO 4T ' BnO
BnO OTBDMS BnO
86% (3 étapes)

NHZ ZHN
O—_CCly

NH

61 59

Schéma 45 : préparation du donneur de D-glucosamine 59

Tout d’abord la fonction hydroxyle libre en position 4 est acétylée dans les
conditions classiques (anhydride acétique/pyridine en présence d’une quantité
catalytique de DMAP) puis le résidu est purifié par recristallisation dans un mélange
AcOEt/Heptane : 50/50.

L’analyse RMN 'H des cristaux blancs obtenus avec un rendement de 91% permet de
mettre en évidence la formation du groupement acétyle avec l’apparition d’un
singulet intégrant pour trois protons a 1.87 ppm. De méme, la spectrométrie de
masse par électrospray révéle une masse molaire de 672 g.mol™ pour l’ion [M+Na]".
L’augmentation de 42 g.mol"’ par rapport au composé précédent est

caractéristique de U'introduction du groupement acétyle.

Le groupe tert-butyldiméthylsilyle est ensuite clivé en présence d’un léger exces
de fluorure de tétrabutylammonium (1.2 éq) et d’acide acétique (1.2 éq) dans le
THF [247]. Un suivi par CCM (Heptane/AcOEt: 70/30) met en évidence la
disparition du produit de départ (Rf = 0.52) et deux taches représentatives des
anomeres a et B apparaissent (Rf = 0.32 et 0.39). L’hémiacétal ainsi obtenu réagit
sans purification préalable a température ambiante avec 10 équivalents de
trichloroacétonitrile en présence de la base forte 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-
ene (DBU) en quantité catalytique (25% molaire). Le solvant de la réaction est le
dichlorométhane, qui a été distillé afin d’éviter la présence d’eau qui risquerait
d’hydrolyser l’imidate formé. Apres 5 h de réaction, le solvant est évaporé a l’aide
de U’évaporateur rotatif, a température ambiante, afin d’éviter la dégradation de

’imidate. Une purification par chromatographie liquide sur gel de silice
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(Heptane/AcOEt : 70/30 + triéthylamine) permet d’isoler l’imidate sous la forme
d’une huile jaune avec un rendement de 95% pour les deux dernieres étapes et un
rendement global de 86% pour les trois étapes.

La formation de l’imidate a été confirmée par ’étude du spectre RMN 'H du
composé 59. Les trois singulets caractéristiques du groupe tert-butyldiméthylsilyle
ont disparu. Dans le méme temps, un singulet intégrant pour un proton est apparu
a 8.69 ppm. Il s’agit du signal du groupe NH de l’imidate. La RMN "*C montre
également ’apparition de pics a 160.2 et 91.0 ppm représentant respectivement
les carbones quaternaires C=NH et CCl; de l’imidate.

Le groupe partant posséde la configuration a. En effet, un seul signal est observé
pour le proton anomere. Il s’agit d’un doublet dont la constante de couplage Ji;
vaut 3.2 Hz.

La structure du donneur de bD-glucosamine est également confirmée par la
spectrométrie de masse par électrospray qui met en évidence une masse molaire
de 518 g.mol™" pour 'ion [M-CCL3CONH]".

3.1.4. Bilan de la synthese des deux monosaccharides

donneur et accepteur de D-glucosamine 59 et 61

Cette synthese multi-étapes résumée dans le schéma 46 permet d’obtenir environ 5
g d’accepteur de Db-glucosamine 61 a partir de 10 g de chlorhydrate de b-
glucosamine en neuf étapes avec un rendement global de 21%. Quant au donneur
de p-glucosamine 59, il est préparé a partir de l’accepteur en trois étapes avec un

rendement de 86%.
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HO 1. ZCl, NaHCO3, H,0 ACO 1. AcOH, NH,NH,, DMF
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NH-*CI 75% (2 étapes) 69% (2 étapes)
3 ZHN OAc
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BnoWOTBDMS
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BnO
AcO Q

BnO
ZHN

1. Ac,0, Pyridine, DMAP cat
2. BuyNF, AcOH, THF
3. CCI;CN, DBU cat, DCM

86% (3 étapes)

o CClg
NH

59

Schéma 46 : synthese multi-étapes des donneur et accepteur de D-glucosamine

3.2. Synthese des deux monosaccharides donneur et

accepteur de N-acétyl-D-glucosamine 58 et 60

3.2.1. Analyse rétrosynthétique

Les donneur et accepteur de N-acétyl-pD-glucosamine 58 et 60 sont préparés a

partir des intermédiaires décrits dans l’analyse rétrosynthétique du schéma 47.
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58 60 69
AcO AcO Ph O
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66 67 68

HO
HO Q
HO OH
NH5*CI
D-glucosamine

Schéma 47 : analyse rétrosynthétique des donneur et accepteur de N-acétyl-p-

glucosamine

La stratégie utilisée pour préparer les donneur et accepteur de N-acétyl-p-
glucosamine est la méme que celle précédemment décrite pour la synthese des
donneur et accepteur de D-glucosamine.

Le donneur de N-acétyl-p-glucosamine 58 peut ainsi étre efficacement préparé a
partir de [’accepteur 60 en déprotégeant le groupement silyle par un fluorure et en
formant le groupe partant trichloroacétimidate a partir de I’hémiacétal réagissant
avec CCL;CN en présence d’une base.

L’accepteur 60 est lui-méme obtenu par ouverture régiosélective de ’acétal de
benzylidene 69 résultant de la benzylation de ’alcool en position 3 du composé 68
selon la méthode décrite par D.-M. Ratner et al. [248].

Quant au composé 68, il est préparé a partir de Uintermédiaire 67 apres la
suppression des trois groupements acétyles de ce dernier, permettant ainsi la
formation de ’acétal de benzylidene apres réaction du triol avec le 2,2-

diméthoxybenzaldéhyde en présence d’un catalyseur acide.
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Le groupe protecteur tert-butyldiméthylsilyle du composé 67 est introduit en
faisant réagir le chlorure de tert-butyldiméthylsilyle avec [’hémiacétal obtenu
apres la désacétylation sélective en position anomeéere de lUintermédiaire tétra
acétylé 66.

Enfin, le produit 66 peut étre synthétisé a partir du chlorhydrate de p-glucosamine

en introduisant le groupement TCA et en peracétylant la molécule.

3.2.2. Synthese de ’accepteur de N-acétyl-D-glucosamine
60

La premiere étape consiste a synthétiser le dérivé 66 tétra O-acétylé dont la

fonction amine est protégée par le groupement TCA (schéma 48).

HO 1. p-anisaldéhyde, AcO 3. HCI 5.5M, acétone  AcO
HO Q on NaoH AcO Q 4.EtN, CCI,COCl  AcO Q
Hoo s> AcO —_— AcO
2. Ac,O, Pyridine, OAc 52% (4 étapes) OAc

NH;*CI- DMAP cat hl TCAHN
. CH
D-glucosamine 66
OMe
66a

Schéma 48 : préparation de [’intermédiaire 66 dans la synthése des deux

monomeéres donneur et accepteur de N-acétyl-D-glucosamine

Dans un premier temps, nous avons envisagé de mettre en ceuvre un protocole
décrit par G. Blatter et al. [227] consistant a protéger tout d’abord la fonction
amine de la D-glucosamine par le groupe TCA, puis a peracétyler les fonctions
alcool. Dans ce but, une solution aqueuse de chlorhydrate de bD-glucosamine rendue
basique par un excés d’hydrogénocarbonate de sodium (3 éq) a été préparée. La
fonction amine libre a ensuite réagi avec 1.5 équivalents de chlorure de
trichloroacétyle. Le résidu a été purifié par recristallisation dans l’eau froide avant
d’étre dissous dans la pyridine. L’ajout d’anhydride acétique (2 équivalents par
fonction alcool) a permis d’acétyler les quatre fonctions alcool. Apres
recristallisation dans un mélange AcOEt/Heptane : 50/50, le composé 66 a été

obtenu avec un rendement global de 24%.
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Afin d’améliorer ce rendement, une deuxieme voie a été envisagée, consistant a
introduire le groupe TCA, non pas directement sur la fonction amine de la D-
glucosamine, mais sur la fonction amine du 1,3,4,6-Tétra-0O-acétyl-2-amino-2-
désoxy-B-D-glucopyranoside. Pour cela, nous avons tout d’abord synthétisé le
1,3,4,6-Tétra-0-acétyl-2-amino-2-désoxy-B-p-glucopyranoside a partir de la b-
glucosamine via un intermédiaire imine 66a dérivé du para-anisaldéhyde (schéma

48), selon une méthode décrite dans plusieurs publications [249-252].

Le chlorhydrate de bp-glucosamine est solubilisé dans une solution de soude 1 M afin
de libérer la fonction amine. Le para-anisaldéhyde (1.2 éq) est additionné et le
milieu réactionnel est laissé a température ambiante pendant 15 min, puis amené a
0°C pendant 20 min. La réaction entre l’aldéhyde et |’amine conduit a la formation
d’une imine. Ce produit précipitant, il est lavé avant d’étre mis en suspension sans
autre purification préalable dans la pyridine, puis la solution est refroidie a 0°C
avant ’ajout controlé d’anhydride acétique (2 équivalents par fonction alcool).
Aprés 1 h 30 a 0°C, le milieu est versé sur de la glace et un précipité apparait. Ce
dernier est filtré et recristallisé dans de |’éthanol.

Le temps et la température de cette réaction sont des parametres tres importants.
En effet, des essais d’acétylation ont été effectués pendant une nuit a température
ambiante. Dans ces conditions, lorsque la solution était versée sur la glace, peu de
précipité était formé et le produit attendu n’était isolé qu’avec un rendement
d’environ 20%. Lorsque nous versions le milieu réactionnel sur la glace, une
réaction trés exothermique se produisait. Nous avons tout d’abord supposé qu’avec
’augmentation de température 'imine était dégradée, ce qui semblait expliquer
’absence de précipité. Mais une analyse RMN a mis en évidence la présence du
dérivé 1,3,4,6-Tétra-0O-acétyl-2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranoside. Le spectre
RMN "H de ce composé a été décrit par G. Kretzschmar et al. [253] et nos résultats
sont en accord avec leur description.

Si ’imine était clivée lors de ’ajout de la solution sur la glace, la fonction amine
ne serait pas acétylée. Nous en avons déduit que l'imine était dégradée pendant
’acétylation, ce qui expliquerait la présence de la fonction N-acétyle. Nous avons
donc effectué un suivi régulier de la réaction d’acétylation par CCM avec ’acétate

d’éthyle comme éluant, et nous avons observé qu’au bout d’une heure trente a 0°C
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le produit de départ était totalement converti. Le traitement habituel a permis
d’isoler le produit souhaité sous la forme d’un précipité blanc avec un rendement
de 75%. Quant au dérivé N-acétylé, il est malgré tout formé de facon minoritaire
mais, ne précipitant pas, il est facilement séparé.

Une analyse RMN 'H a confirmé la structure de l’intermédiaire 66a. Quatre
singulets intégrant chacun pour trois protons apparaissent a 2.06, 2.00, 1.99 et
1.85 ppm. Il s’agit des signaux caractéristiques des quatre fonctions acétyle. Les
singulets intégrant pour un et trois protons a 8.12 et 3.81 ppm correspondent
respectivement au proton de l’imine et a ceux du groupe méthoxy. Enfin, les deux
doublets situés a 7.62 et 6.88 ppm mettent en évidence la présence d’un
groupement phényle. L’étude du spectre RMN 'H permet de déterminer que
’acétate en position anomere est de configuration B. En effet, la constante de
couplage Ji du seul doublet représentatif du proton anomére a été calculée et
vaut 8.3 Hz.

La spectrométrie de masse SM-HR (ES+) confirme également la structure de

I’intermédiaire en révélant un signal & 466 g.mol™ correspondant a ’ion [M+H]".

Afin d’obtenir le composé 66, la fonction imine de l'intermédiaire 66a doit tout
d’abord étre clivée. Pour cela, le produit est mis en suspension dans de ’acétone.
Le milieu est chauffé a reflux jusqu’a dissolution complete. Le chauffage est
ensuite arrété et un tres léger exces d’acide chlorhydrique (1.1 éq) est additionné.
Le chlorhydrate de 1,3,4,6-Tétra-O-acétyl-2-amino-2-désoxy-B-D-glucopyranoside
précipite aussitot. Il est lavé puis mis en suspension sans autre purification ou
caractérisation dans le dichlorométhane. Le milieu est refroidi a 0°C puis un exces
de triéthylamine (1.4 éq) est additionné afin de libérer la fonction amine. Au bout
de 15 min, le composé est totalement dissous. L’ajout controlé de 1.25 équivalents
de chlorure de trichloroacétyle conduit aprés 1 h de réaction a température
ambiante au dérivé 66. Ce composé est purifié par chromatographie liquide sur gel
de silice (Heptane/AcOEt : 60/40) et isolé sous la forme d’une poudre blanche avec
un rendement global de 52% a partir du chlorhydrate de p-glucosamine.

L’introduction du groupement TCA est confirmée par [’étude du spectre RMN *C
qui met en évidence deux signaux a 162.3 et 91.0 ppm représentant

respectivement les carbones quaternaires CONH et CCl;.
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La masse molaire de lion [M+Na]® est déterminée a 514 g.mol’ par la
spectrométrie de masse SM-HR (ES+), confirmant également la structure du
composé 66.

La caractérisation par RMN 'H et C ainsi que la spectrométrie de masse du

composé 66 sont en accord avec les résultats obtenus par G. Blatter et al. [227].

Dans la suite du protocole, [’acétate en position anomere est sélectivement clivé
[242] afin de permettre l’introduction du groupe protecteur temporaire tert-

butyldiméthylsilyle dans les conditions du schéma 49.

AcO 1. AcOH, NH,NH,, DMF AcO o

AcO Q 2. TBDMSCI, Imidazole, DMF AcO

AcO OAc AcO OTBDMS
TCAHN 63% (2 étapes) NHTCA
66 67

Schéma 49 : préparation de [’intermédiaire 67 dans la synthése des deux

monomeéres donneur et accepteur de N-acétyl-D-glucosamine

Pour effectuer cette synthese, nous suivons le protocole décrit par E.-R. Palmacci
et al. [254]. 2 équivalents d’acétate d’hydrazine sont tout d’abord ajoutés a une
solution du composé 66 dans le DMF. Une CCM (Heptane/AcOEt : 65/35) indique
qu’apres 1 h 30, le produit de départ est totalement converti et que les deux
anomeres de U’hémiacétal, de Rf 0.03 et 0.10, sont obtenus. Ces derniers sont
ensuite solubilisés dans le DMF sans purification préalable et réagissent avec un
léger exceés de chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (1.1 éq) en présence d’une
base, l’imidazole (2.2 éq). 16 h de réaction sont nécessaires pour convertir
’hémiacétal, puis une purification par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 80/20) permet d’isoler le composé 67 sous la forme d’une
poudre blanche avec un rendement global de 63% pour les deux étapes.

L’étude du spectre RMN 'H de ce composé révéle la présence de trois singulets
intégrant pour trois protons a 2.08, 2.04 et 2.03 ppm. La disparition du quatrieme
signal met en évidence la désacétylation de la position anomére. Dans le méme

temps, les trois singulets de neuf, trois et trois protons a 0.88, 0.13 et 0.10 ppm
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caractéristiques du tert-butyldiméthylsilyle sont observés. Ce groupement est de
configuration B car la constante de couplage Jy, vaut 7.9 Hz pour le seul signal
représentatif du proton anomere.

La spectrométrie de masse MALDI-Tof a confirmé la structure du produit 67 en

faisant apparaitre un signal a 588 g.mol™ pour l’ion [M+Na]".

La troisieme phase consiste a totalement désacétyler le composé 67 puis a faire
réagir le triol obtenu avec le 2,2-diméthoxybenzaldéhyde en présence d’un

catalyseur acide (ACS) pour synthétiser l’acétal de benzylidene 68 (schéma 50).

1. NaOMe, MeOH

AcO 2.1R 120 (H") Ph Q
AcO Q 3. PhCH(OMe),, ACS, CH5CN /: —0Q
AcO OTBDMS - HO OTBDMS
NHTCA 88% (3 étapes) NHTCA
67 68

Schéma 50 : préparation de [’intermédiaire 68 dans la synthese des deux

monomeéres donneur et accepteur de N-acétyl-D-glucosamine

Le composé 67 subit tout d’abord une transestérification dans les conditions de
Zemplen [244] (méthanolate de sodium dans le méthanol) suivie par une
neutralisation sur résine acide Amberlite IR 120 H". Le triol obtenu est ensuite
solubilisé dans [’acétonitrile sans purification ou caractérisation préalable. Les
hydroxyles en position 4 et 6 réagissent avec le 2,2-diméthoxybenzaldéhyde (1.5
€q) en présence du catalyseur acide ACS (4% molaire) pour former un acétal de
benzylidéne apreés une heure de réaction. Apres purification par chromatographie
liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt: 75/25 + triéthylamine), le 4,6-O-
benzylidene 68 est obtenu sous la forme d’une poudre blanche avec un rendement
de 88% pour les trois étapes.

La désacétylation est appuyée par I’étude RMN 'H du composé 68. En effet, les
signaux caractéristiques des groupements acétyle ont disparu. D’autre part, un
multiplet compris entre 7.65 et 7.36 ppm, intégrant pour cing protons, met en
évidence ’apparition d’un groupement phényle. Enfin, le singulet intégrant pour

un proton a 5.53 ppm et représentatif du proton de ’acétal de benzylidéne
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confirme la structure du produit 68. Ces résultats sont en accord avec les analyses
précédemment effectuées par E.-R. Palmacci et al. [254].
La spectrométrie de masse MALDI-Tof révéle une masse molaire de 548 g.mol™ pour

l’ion [M+Na]", confirmant ainsi la structure du composé 68.

La fonction alcool libre en position 3 est ensuite protégée par un groupement

benzyle dans les conditions du schéma 51.

(0] (0]
Ph/voﬁ/o BnBr, NaH, DMF Ph/voﬁ/o

HO OTBDMS BnO OTBDMS
NHTCA 73% NHTCA

68 69
Schéma 51 : préparation de [’intermédiaire 69 dans la synthése des deux

monomeéres donneur et accepteur de N-acétyl-D-glucosamine

Le groupe trichloroacétamide NHTCA n’étant pas sensible aux conditions tres
basiques contrairement au carbamate NHZ, la O-benzylation peut étre effectuée
dans les conditions classiques, c'est-a-dire en utilisant ’hydrure de sodium comme
base [255].

Le composé 68 est dissous dans le DMF et la solution est refroidie a 0°C avant
’ajout d’un excés d’hydrure de sodium (2 éq). 1.5 équivalents de bromure de
benzyle sont ensuite ajoutés et apres 16 h de réaction, le dérivé 3-O-benzyl 69 est
purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt: 80/20 +
triéthylamine) et isolé sous la forme d’une poudre blanche avec un rendement de
73%.

Le spectre RMN 'H du composé 69 met en évidence !’apparition d’un deuxiéme
groupement phényle dans le multiplet compris entre 7.53 et 7.27 ppm qui integre
désormais pour dix protons. Le multiplet intégrant pour deux protons a 4.79 ppm
représentatif du groupe CH; du benzyle confirme la structure du composé 69.

Cette structure est également confirmée par la spectrométrie de masse MALDI-Tof

qui fait apparaitre un pic a 638 g.mol™ pour l’ion [M+Na]".
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La derniére étape pour obtenir |’accepteur de N-acétyl-p-glucosamine 60 consiste a

ouvrir ’acétal de benzylidene 69 de facon régiosélective (schéma 52).

Ph ﬁ Et;3SiH, TFA, BnO
/E —0Q DCM, -10°C HO Q
BnO OTBDMS - BnO OTBDMS
NHTCA 84% NHTCA

69 60

Schéma 52 : préparation de [’accepteur de N-acétyl-p-glucosamine 60

Le clivage régiosélectif de ’acétal de benzylidene a été optimisé et effectué dans
les mémes conditions que celles décrites pour la préparation de |’accepteur de b-
glucosamine 61. Le composé 69 est dissous dans le dichlorométhane, puis du tamis
moléculaire 3 A, un large excés de triéthylsilane (15 éq) et d’acide
trifluoroacétique (15 éq) sont ajoutés [246, 256]. 1 h de réaction a -10°C conduit a
l’accepteur 60 sous la forme d’une huile incolore avec un rendement de 84% apres
purification par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 70/30).
Les 16% manquant au rendement sont dus a la formation du diol, qui a été isolé lors
de la purification.

L’accepteur de N-acétyl-p-glucosamine 60 a été caractérisé par RMN 'H et *C ainsi
que par spectrométrie de masse MALDI-Tof. L’étude du spectre RMN 'H montre la
présence de deux groupements phényle dans le multiplet compris entre 7.35 et
7.24 ppm qui intégre pour dix protons. De plus, deux multiplets intégrant chacun
pour deux protons sont présents a 4.75 et 4.56 ppm et représentent les CH; du
benzyle. Une analyse RMN a deux dimensions (COSY, HSQC, HMBC) a permis de
s’assurer que ces fonctions se trouvent bien sur les positions 3 et 6.

Quant a la spectrométrie de masse MALDI-Tof, elle révele un signal a 642 g.mol”
pour l’ion [M+Na]".

Nos analyses sont en accord avec celles effectuées par D.-M. Ratner et al. [248].
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3.2.3. Synthese du donneur de N-acétyl-D-glucosamine 58

Le donneur de N-acétyl-p-glucosamine 58 peut étre préparé a partir de l’accepteur
de N-acétyl-D-glucosamine 60 selon le mode opératoire de D.-M. Ratner et al. [248]

en trois étapes avec un rendement global de 90% (schéma 53).

1. Ac,0, Pyridine, DMAP cat

2. BuyNF, AcOH, THF
BnO aNF, ) BnO
oo 0 3. CCI,CN, DBU cat, DCM AeD 0
BnO OTBDMS > BnO
NHTCA 90% (3 étapes) TCAHN

O—. _CCl,

NH
60 58

Schéma 53 : préparation du donneur de N-acétyl-D-glucosamine 58

Tout d’abord, la fonction alcool libre en position 4 du composé 60 est acétylée
dans les conditions classiques (anhydride acétique/pyridine en présence de DMAP).
Le produit acétylé est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 70/30). Le dérivé 4-O-acétyle est obtenu sous la forme d’une
poudre blanche avec un rendement de 95%.

Le spectre RMN "H met en évidence ’apparition d’un singulet intégrant pour trois
protons a 1.87 ppm, caractéristique du groupement acétyle.

De plus, la spectrométrie de masse MALDI-Tof confirme Uintroduction de la

fonction acétyle en révélant une masse molaire de 682 g.mol™" pour ion [M+Na]".

Le groupe tert-butyldiméthylsilyle en position anomere est ensuite clivé par
réaction avec un léger exces de fluorure de tétrabutylammonium (1.2 éq) et
d’acide acétique (1.2 éq) dans le DMF. Les deux anomeres de I’hémiacétal sont
obtenus et réagissent sans purification préalable avec un excées de
trichloroacétonitrile (10 éq) en présence d’une quantité catalytique de la base
forte DBU (25% molaire) pour conduire a L’imidate. Une purification par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 60/40 + triéthylamine)
permet d’isoler le donneur de N-acétyl-p-glucosamine 58 sous la forme d’une huile

jaune avec un rendement de 94% pour les deux dernieres étapes.
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Une analyse RMN "H a mis en évidence la disparition des signaux caractéristiques du
tert-butyldiméthylsilyle tandis que le singulet représentatif de l’imidate est apparu
a 8.77 ppm. Ce spectre a également montré que le composé 58 est obtenu avec la
configuration a puisque la constante de couplage Ji; du seul doublet
caractéristique du proton anomére est de 3.4 Hz.

L’étude du spectre "*C a confirmé la formation de l’imidate en faisant apparaitre
deux signaux a 160.0 et 90.8 ppm correspondant respectivement aux carbones
quaternaires C=NH et CCl; de l’imidate.

La spectrométrie de masse par électrospray a certifié la structure du composé 58

en montrant un signal & 530 g.mol™ pour ’ion [M-CCl3CONH]".

3.2.4. Bilan de la synthése des deux monosaccharides
donneur et accepteur de N-acétyl-D-glucosamine 58 et
60

Cette synthése multi-étapes résumée dans le schéma 54 permet d’obtenir environ 5
g d’accepteur de N-acétyl-p-glucosamine 60 a partir de 12 g de chlorhydrate de p-
glucosamine en onze étapes avec un rendement global de 16%. Quant au donneur
de N-acétyl-p-glucosamine 58, il est préparé a partir de ’accepteur en trois étapes

avec un rendement de 90%.
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1. p-anisaldéhyde, NaOH
2. Ac,0, Pyridine, DMAP cat

—_
w

HO 3. HCI 5.5M, acétone AcO 1. AcOH, NH,NH,, DMF
HO Q 4. Et3N, CCI;COCI AcO Q 2. TBDMSCI, Imidazole, DMF
HO OH % (4 ¢ AcO OAc 1

NH,*CF 52% (4 étapes) TCAHN 63% (2 étapes)
D-glucosamine 66
1. NaOMe, MeOH
2. 1R 120 (H%)
Ph O AcO
/YA/O 3. PhCH(OMe),, ACS cat, CHCN  acey 0
HO OTBDMS 88% (3 & AcO OTBDMS
NHTCA b (3 étapes) NHTCA
68 67
BnBr, NaH, DMF
73%
Et,SiH, TFA,
Ph/voﬁ/o DCM, -10°C e Q
BnO OTBDMS . BnO OTBDMS
NHTCA 84% NHTCA
69 60
BnO
AcO Q
BnO
1. Ac,0, Pyridine, DMAP cat
TCAHN 0 CCly 2. BuyNF, AcOH, THF
3. CCI;CN, DBU cat, DCM
NH -
90% (3 étapes
58 o (3 étapes)

Schéma 54 : synthése multi-étapes des donneur

glucosamine

et accepteur de N-acétyl-p-
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3.3. Conclusion sur la synthése multi-étapes des
monosaccharides donneurs et accepteurs de D-

glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine

Les composés 58, 59, 60 et 61 sont des intermédiaires clés dans la synthese des
chitooligosaccharides. A partir de ces quatre blocs de construction jouant le role
de donneurs et accepteurs de bp-glucosamine et N-acétyl-b-glucosamine, il devrait
étre possible de préparer divers chitooligosaccharides possédant tous une structure
et une architecture parfaitement définies par synthése chimique convergente. De
nombreux efforts ont donc été fournis pour optimiser la préparation de ces quatre
monosaccharides. L’efficacité de la stratégie de synthése mise au point est
améliorée en utilisant le méme mode opératoire pour les deux unités et en pouvant
synthétiser rapidement et avec de bons rendements les donneurs a partir des
accepteurs.

La deuxiéme partie dans la préparation des chitooligosaccharides consiste a
coupler un monosaccharide accepteur de glycosyle avec un monosaccharide
donneur de glycosyle de facon a obtenir les quatre chitodisaccharides sous forme

protégée.
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4.Synthese des chitodisaccharides

4.1. Réaction de couplage entre un monosaccharide
accepteur de glycosyle et un monosaccharide

donneur de glycosyle

L’étude bibliographique sur les méthodes de glycosylation a mis en évidence que la
réaction de couplage entre un monosaccharide donneur portant un groupe partant
trichloroacétimidate et un monosaccharide accepteur, est réalisée dans des
conditions anhydres et catalysée par un acide de Lewis: le
trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle (TMSOTf) ou le trifluorure de bore
éthéré (BF;.Et;0). En utilisant cette stratégie avec les monosaccharides donneurs
et accepteurs de D-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine synthétisés lors de
l’étape précédente, quatre structures différentes de chitodisaccharides protégés
pourront étre obtenues. Afin d’optimiser cette réaction, plusieurs essais ont été
effectués pour chacune des quatre réactions de couplage en faisant varier la nature
et la quantité du promoteur ainsi que le rapport donneur/accepteur. Le protocole,
identique pour les différents essais, est décrit ci-dessous et s’applique aux quatre
glycosylations.

Tout d’abord, le donneur et ’accepteur sont placés dans un ballon bien sec. Du
tamis moléculaire 3 A est éventuellement ajouté. Les réactifs sont placés de 30
min a 1 h sous flux d’argon avant U’ajout de dichlorométhane anhydre
préalablement distillé, afin de proscrire la présence d’eau risquant d’hydrolyser
’imidate avant que celui-ci n’ait pu réagir avec [’accepteur. La solution reste sous
flux d’argon 30 min supplémentaires, puis le promoteur est additionné. Des CCM
régulieres permettent de suivre la réaction. Pour stopper cette derniere, de la
triethylamine est ajoutée afin de neutraliser le catalyseur acide. Ensuite, si du
tamis moléculaire a été introduit, il est filtré sur Célite®. Le solvant est évaporé et
le résidu purifié par chromatographie liquide sur gel de silice. Le protocole général
de la réaction de glycosylation étant décrit, détaillons a présent les différents
essais menés afin d’optimiser cette étape importante dans la synthese des

chitooligosaccharides.



tel-00628743, version 1 - 4 Oct 2011

Résultats et discussion 106

4.1.1. Réaction de couplage entre le monosaccharide

accepteur de  N-acétyl-D-glucosamine et le

monosaccharide donneur de N-acétyl-D-glucosamine

La réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de N-acétyl-p-
glucosamine 60 et le monosaccharide donneur de N-acétyl-p-glucosamine 58 a été

effectuée dans les conditions optimisées du schéma 55.

NH
BnO BnO TMSOTf 12%, BnO
AO 0 ) Q DCM, MS 3 A AcO Q  BnoO OTBDMS
BnO +  BnO OTBDMS T BnO o 0
o NH OBn
HN OT cCly NH

NH 70
58 60

Schéma 55 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de N-acétyl-

D-glucosamine et le monosaccharide donneur de N-acétyl-p-glucosamine

De nombreux essais en utilisant les deux promoteurs (TMSOTf et BF;.Et;0) ont été
réalisés afin d’optimiser la réaction de glycosylation. Ces différents essais sont

résumeés dans le tableau 1.

Rapport molaire quantité promoteur
. Nature promoteur Rendement (%)
imidate/accepteur (/accepteur)
1.2/1 TMSOTf 0.15 éq 10
1.4/1 TMSOTf 0.05+0.05+0.05 éq 55
1.5/1 TMSOTf 0.15 éq 49
1.5/1 TMSOTf 0.12 éq 90
1.5/1 BF;.Et,0 0.15 éq 43

Tableau 1 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de N-acétyl-

D-glucosamine et le monosaccharide donneur de N-acétyl-D-glucosamine

L’utilisation du promoteur trifluorure de bore éthéré n’a pas permis d’isoler le
chitodisaccharide avec un rendement supérieur a 43%. En revanche, ’emploi de
trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle a montré de meilleurs résultats et le
rendement maximal a été obtenu lorsque 0.12 équivalents (par rapport a la

quantité molaire d’accepteur) de TMSOTf ont été additionnés.
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Le rapport donneur/accepteur a également été étudié. Le suivi par CCM
(Toluene/AcOEt : 75/25 + triéthylamine) de la réaction de glycosylation a révélé
que le trichloroacétimidate est consommé plus rapidement que [’accepteur,
limitant ainsi la formation du chitodisaccharide. Afin d’obtenir une conversion
totale de ’accepteur, nous avons ajouté du donneur en cours de réaction. Mais
dans ces conditions, méme en introduisant une nouvelle quantité de promoteur, la
réaction n’évolue pas vers la formation du chitodisaccharide. Au lieu de cela,
’ajout d’acide provoque la dégradation du trichloroacétimidate. Nous avons donc
introduit le monosaccharide donneur en exces des le début de la réaction. L’ajout
de 1.5 équivalents de donneur et 2 h de réaction ont permis d’obtenir le
chitodisaccharide avec le rendement le plus élevé (90%).

Le résidu obtenu aprés la glycosylation a été purifié par une chromatographie
liquide sur gel de silice. La difficulté de cette étape vient du fait que les Rf du
chitodisaccharide et de l’accepteur non réagi sont trés proches (Rf-60 = 0.65 et Rf-
70 = 0.70, Toluene/AcOEt : 75/25 + Et3N). Trois purifications en utilisant des
systéemes d’éluants différents (Toluene/AcOEt: 90/10 + Et3N, Toluéne/AcOEt :
80/20 + Et3N, Heptane/AcOEt: 75/25 + Et3N) sont nécessaires pour isoler le
chitodisaccharide 70.

La spectrométrie de masse par électrospray et les analyses RMN 'H et ™C ont
permis de vérifier que la réaction de glycosylation a bien conduit au dérivé 70
attendu. En effet, la spectrométrie de masse révéle un pic a 1170 g.mol™
caractéristique de ’ion [M+Na]".

La liaison glycosidique B-(1—4) est confirmée par |’étude des spectres RMN a une
et deux dimensions. Le spectre 'H indique que la configuration du carbone anomére
de U'unité non réductrice est bien de configuration B puisque la constante de
couplage du seul signal représentatif du proton anomere (un doublet) a été
mesurée a 8.3 Hz. Enfin, le spectre HMBC montre une tache de corrélation entre le

proton 1 de l’unité non réductrice et le carbone 4 de l’unité réductrice.
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4.1.2. Réaction de couplage entre le monosaccharide
accepteur de  N-acétyl-D-glucosamine et le

monosaccharide donneur de D-glucosamine

La réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de N-acétyl-p-
glucosamine 60 et le monosaccharide donneur de p-glucosamine 59 a été effectuée

dans les conditions optimisées du schéma 56.

NHTCA
BnO BF3.Et,0 15%, BnO
ACO Q BnS 0 “oam AcO O BnO OTBDMS
BnO + BnO oTBDMG———  BnO 0 0

ZHN

70% z OBn
O—_CCly NHTCA NH

NH
59 60 n

Schéma 56 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de N-acétyl-

D-glucosamine et le monosaccharide donneur de p-glucosamine

Le tableau 2 regroupe les résultats obtenus pour ce couplage, selon la nature et la

quantité du promoteur utilisé.

Rapport quantité promoteur
imidate/accepteur Nature promoteur (/accepteur) Rendement (%)
1.4/1 TMSOTf 0.15 éq 20
1.4/1 TMSOTf 0.05 éq 17
1.5/1 TMSOTf 0.05+0.05+0.05 éq 43
1.5/1 BF;.Et,0 0.15 éq 70
1.5/1 BF;.Et,0 0.12 éq 57
1.5/1 BF;.Et,0 0.20 éq 54

Tableau 2 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de N-acétyl-

D-glucosamine et le monosaccharide donneur de D-glucosamine

La premiére glycosylation effectuée entre le donneur et l’accepteur de N-acétyl-p-
glucosamine ayant été plus efficace en présence de TMSOTf, ce promoteur a été
utilisé lors des premiers essais de la deuxieme réaction de couplage. Mais les
rendements obtenus étant médiocres (environ 20%), le trifluorure de bore éthéré a

ensuite été employé et le chitodisaccharide a été isolé avec de meilleurs
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rendements. La quantité optimale de BFs.Et;0 a été déterminée en réalisant divers
essais ou le volume de promoteur variait et 0.15 équivalents (par rapport a la
quantité molaire d’accepteur) de BF3;.Et,0 ont conduit aux meilleurs rendements.
Comme dans la glycosylation précédente, méme en milieu anhydre, le
trichloroacétimidate se dégrade rapidement. Il a donc été introduit en exces et le
rapport 1.5 équivalents de donneur par rapport a l’accepteur a permis d’obtenir le
meilleur rendement de chitodisaccharide apres 3 h de réaction (70%).

Le résidu obtenu aprés la réaction de couplage a été purifié par une
chromatographie liquide sur gel de silice. Comme dans le cas précédent,
l’accepteur non réagi et le chitodisaccharide ont des Rf tres proches (Rf-60 = 0.39
et Rf-71 = 0.44, Toluene/AcOEt : 80/20 + Et3N). La séparation est difficile et
plusieurs purifications doivent étre effectuées avant d’isoler le composé 71 pur
(Heptane/AcOEt : 75/25 + Et3N, Toluene/AcOEt : 70/30 + EtsN, Toluene/AcOEt :
90/10 + Et3N).

La spectrométrie de masse par électrospray, en faisant apparaitre un signal a 1159
g.mol” pour l’ion [M+Na]’, permet de confirmer la formation du chitodisaccharide.

La RMN a deux dimensions HMBC montre que la liaison a été formée entre le
carbone anomere de l'unité non réductrice et le carbone en position 4 de l'unité
réductrice. En revanche, |’étude du spectre RMN 'H ne permet pas de déterminer
la configuration de la liaison glycosidique. En effet, le signal du proton en position
anomere est masqué par le singulet du CH; du groupe benzyloxycarbonyle a 4.97
ppm. A ce stade, il n’est donc pas possible de certifier la configuration B de la
liaison glycosidique du chitodisaccharide 71. Cependant, dans la troisieme phase
de préparation des chitodisaccharides, les composés obtenus apres la glycosylation
sont déprotégés. Les caractérisations effectuées sur les composés partiellement

déprotégés confirmeront la configuration B de la liaison glycosidique.
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4.1.3. Réaction de couplage entre le monosaccharide
accepteur de D-glucosamine et le monosaccharide

donneur de N-acétyl-D-glucosamine

La réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de p-glucosamine 61 et
le monosaccharide donneur de N-acétyl-p-glucosamine 58 a été effectuée dans les

conditions optimisées du schéma 57.

NHZ

BnO BF3.Et,O 15%, BnO
ACO Q Br®. Q DCM AcO O BnO OTBDMS
BnO + BnO OTBDMS 81 BnO O o)
° NHTCA OBn
TCAHNOTCQS NHZ
NH
58 61 72

Schéma 57 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de D-

glucosamine et le monosaccharide donneur de N-acétyl-D-glucosamine

Les différents essais menés en faisant varier la nature et la quantité du promoteur

sont rassemblés dans le tableau 3.

Rapport quantité promoteur
imidate/accepteur Nature promoteur (/accepteur) Rendement (%)
1.5/1 TMSOTf 0.15 éq 0
1.5/1 TMSOTf 0.20 éq 0
2.2/1 TMSOTf 0.15 éq 0
1.7/1 TMSOTf 0.15 éq 35
1.5/1 BFs.Et,0 0.20 éq 55
1.7/1 BF;.Et,0 0.15 éq 54
1.5/1 BFs.Et,0 0.15 éq 81

Tableau 3 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de b-

glucosamine et le monosaccharide donneur de N-acétyl-D-glucosamine

Cette glycosylation, initialement menée avec le TMSOTf, n’a pas permis d’isoler le
disaccharide. Quelques minutes aprés 'ajout du promoteur, les CCM
(Toluéne/AcOEt : 80/20 + triéthylamine) indiquaient la formation du disaccharide

mais ce dernier se dégradait trés rapidement. Dans ces conditions expérimentales,
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la réaction était tres difficile a suivre et conduisait principalement a des produits
de dégradation. L’utilisation du trifluorure de bore éthéré a facilité le suivi, méme
si des CCM régulieres (Toluene/AcOEt : 80/20 + triéthylamine) ont mis en évidence
qu’un temps de glycosylation trop long entrainait la formation de produits de
dégradation. Mais lorsque la neutralisation était effectuée trop tot, la conversion
n’était pas totale et le chitodisaccharide était obtenu avec de faibles rendements.
Un compromis avec un temps de réaction de 1 h 30 a permis d’obtenir un bon
rendement de glycosylation tout en limitant la formation de sous-produits.
Plusieurs essais successifs, ou les quantités de promoteur et de donneur variaient,
ont montré que 0.15 équivalents (par rapport a la quantité molaire d’accepteur) de
promoteur et 1.5 équivalents de donneur conduisaient aux meilleurs résultats
(rendement = 81%).

En raison de la similitude entre les Rf du chitodisaccharide et de ’accepteur
n’ayant pas réagi (Rf-61 = 0.41 et Rf-72 = 0.48, Toluene/AcOEt : 80/20), plusieurs
chromatographies sur gel de silice ont a nouveau été nécessaires pour isoler le
produit 72 (Toluéne/AcOEt: 80/20 + Et;N, Heptane/AcOEt: 60/40 + Et3N,
Heptane/AcOEt : 50/50 + Et3N). Ce dernier a ensuite été caractérisé par
spectrométries RMN et de masse (électrospray). Cette derniére technique a mis en
évidence un pic a 1159 g.mol™ pour l’ion [M+Na]’, confirmant ainsi la formation du
chitodisaccharide.

Les analyses RMN a une et deux dimensions ont quant a elles montré que la liaison
glycosidique formée est bien une liaison B-(1—4). En effet, le spectre HMBC révéele
une tache de corrélation entre le proton anomere de l'unité non réductrice et le
carbone 4 de I’unité réductrice. De plus, le spectre RMN 'H a permis de calculer la
constante de couplage J; du seul signal caractéristique du proton anomere. Cette

derniere valant 8.4 Hz, la liaison glycosidique est effectivement de configuration B.
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4.1.4. Réaction de couplage entre le monosaccharide
accepteur de D-glucosamine et le monosaccharide

donneur de D-glucosamine

La réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de p-glucosamine 61 et
le monosaccharide donneur de b-glucosamine 59 a été effectuée dans les

conditions optimisées du schéma 58.

BnO BnO BF3.Et,0 15%, BnO NHZ
AcQ Q HO Q DCM AcO Q BgO OTBDMS
BnO + BnO OTBDMS - BnO d

OBn
ow/cm3 NHZ NHZ

NH
59 61 73

Schéma 58 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de b-

glucosamine et le monosaccharide donneur de p-glucosamine

Le tableau 4 résume les rendements obtenus lors des différents essais de

glycosylation.

Rapport quantité promoteur
. Nature promoteur Rendement (%)
imidate/accepteur (/accepteur)
1.5/1 TMSOTf 0.15 éq 5
1.5/1 BF;.Et;0 0.20 éq 16
1.5/1 BFs.Et,0 0.15 éq 70
1.5/1 BFs.Et,0 0.12 éq 55

Tableau 4 : Réaction de couplage entre le monosaccharide accepteur de D-

glucosamine et le monosaccharide donneur de p-glucosamine

Le scénario visant a optimiser les conditions réactionnelles de cette glycosylation
est identique a celui décrit pour les trois premiéres réactions de couplage. Des
essais menés avec le trifluorure de bore éthéré et le trifluorométhanesulfonate de
triméthylsilyle ont montré que le premier promoteur est le plus efficace pour cette
réaction. En effet, les conditions sont tres difficiles a maitriser lorsque le
promoteur est le TMSOTf. Un suivi CCM (Toluene/AcOEt : 80/20 + triéthylamine)

indique un bon avancement apres 10 min de réaction. En revanche, au bout de 20
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min, le chitodisaccharide est dégradé. Ce probléme n’apparait pas lors de
"utilisation de BF;.Et,0 comme promoteur. La quantité optimale de ce réactif a
été déterminée a 0.15 équivalents en effectuant divers essais. Comme dans les
glycosylations précédentes, le trichloroacétimidate se dégrade rapidement. Il est
donc introduit en exces et aprés plusieurs essais, 1.5 équivalents de donneur par
rapport a ’accepteur montrent les meilleurs résultats concernant le rendement du
chitodisaccharide 73 formé (70%).

La séparation du chitodisaccharide 73 a une nouvelle fois été compliquée par les
valeurs tres proches des Rf de ce composé et de l’accepteur n’ayant pas réagi (Rf-
61 = 0.39 et Rf-73 = 0.50, Toluéne/AcOEt : 80/20). Jusqu’a quatre purifications
par chromatographie liquide sur gel de silice (Toluene/AcOEt: 90/10 +
triéthylamine, Toluene/AcOEt : 80/20 + triéthylamine, Heptane/AcOEt : 60/40 +
triéthylamine, Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine) ont été réalisées pour isoler
le composé 73.

Ce dernier a ensuite été caractérisé par spectrométries de masse et RMN afin de
confirmer la structure du produit formé.

Tout d’abord, la spectrométrie de masse par électrospray, en faisant apparaitre un
signal & 1147 g.mol™ pour l'ion [M+Na]®, indique que le disaccharide est bien
obtenu.

Ensuite, la RMN a deux dimensions (spectre HMBC) montre que la nouvelle liaison a
été formée entre le carbone anomeére de l'unité non réductrice et le carbone en
position 4 de l’unité réductrice.

En revanche, comme pour le chitodisaccharide 71 portant lui aussi une unité bp-
glucosamine en position non réductrice, la configuration de la liaison glycosidique
n’a pu étre confirmée par ’étude du spectre RMN 'H. En effet, le doublet du
proton anomere est masqué dans le multiplet compris entre 4.85 et 4.40 ppm, ou
se trouvent également les signaux des CH, des groupements benzyle. La

configuration sera confirmée lors des étapes ultérieures de déprotection.

Apres la synthése des quatre monosaccharides donneurs et accepteurs de b-
glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine, puis la synthese des quatre

chitodisaccharides protégés par une combinaison de réactions de couplage entre
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ces donneurs et accepteurs, la troisieme partie de notre stratégie consiste a
obtenir les quatre chitodisaccharides cibles selon un protocole multi-étapes de

déprotection.

4.2. Réactions de déprotection des chitodisaccharides

Le chemin réactionnel de déprotection des chitodisaccharides est différent selon
Uunité présente sur ’extrémité réductrice. En effet, selon qu’il s’agisse de 'unité
D-glucosamine ou N-acétyl-D-glucosamine, la réactivité n’est pas la méme. C’est
pour cela que nous traiterons d’une part la déprotection des chitodisaccharides
GlcNAc-GlcNAc et GlcN-GlcNAc puis d’autre part celle des chitodisaccharides
GlcNAc-GleN et GleN-GleN.

4.2.1. Réactions de déprotection conduisant aux
chitodisaccharides GlcNAc-GlcNAc et GlcN-GlecNAc

La premiéere étape de déprotection décrite dans le schéma 59 consiste a convertir

les fonctions trichloroacétamide des chitodisaccharides 70 et 71 en fonction

acétamide.
BnG NHTCA BusSnH, AIBN, BRO NHAc
éﬁ% Q %nO OTBDMS Toluéne, 80°C éﬁ% 0 %nO OTBDMS
o) ,, o)
NHTCA  ~OBn 82% NHAC OBn
70 74
BnO NHTCA BuzSnH, AIBN, BRO NHAc
AcO Q  BnO OTBDMS Toluene, 80°C AcO O BnO OTBDMS
BnO O 0 759 BnO O 0
NHZ OBn ° NHZ OBn
71 75

Schéma 59 : déprotection conduisant aux intermédiaires 74 et 75 dans la synthese
des deux chitodisaccharides GIcNAc-GIcNAc et GIcN-GIcNAc
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G. Blatter et al. [227] ont décrit cette déprotection par réduction radicalaire.
L’ensemble du montage est placé sous un flux d’argon pendant une nuit, puis le
chitodisaccharide est solubilisé dans le toluene. Le mode opératoire décrit dans la
littérature utilise le benzéne comme solvant mais pour des raisons de toxicité nous
’avons remplacé par le toluéne. 2 équivalents d’hydrure de tributylétain par
équivalent chlorure, puis une quantité catalytique de 2,2’-azobisisobutyronitrile
(AIBN) sont ajoutés. Le milieu est agité 1 h sous flux d’argon puis chauffé au reflux
du toluene pendant 2 h. Apres refroidissement et évaporation du solvant, le résidu
est agité dans l’heptane puis purifié par une chromatographie liquide sur gel de
silice (Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine). Les chitodisaccharides 74 et 75
ont été obtenus selon cette méthode avec des rendements respectifs de 82 et 75%.
L’étude des spectres RMN 'H de ces deux produits a mis en évidence [’apparition
des groupements acétamide, sous la forme d’un singulet intégrant pour trois
protons respectivement a 1.86 et 1.89 ppm pour les composés 74 et 75.

De plus, a ce stade, il devient possible de confirmer la configuration de la liaison
glycosidique du composé 75, ce qui ne pouvait pas étre fait dans l’étape
précédente en raison de la superposition de plusieurs signaux. Le seul signal du
proton en position 1 de l'unité non réductrice se trouve a 6 = 4.59 ppm et la
constante de couplage Ji, de 8.8 Hz indique que la liaison glycosidique possede

bien la configuration trans.

Dans ’étape suivante, la fonction O-acétyle est clivée. Cette désacétylation est
effectuée dans les conditions usuelles de Zemplen en présence d’un mélange

méthanolate de sodium/méthanol [244] (schéma 60).

BnO NHAc BnO NHAc
AcO O BnoO OTBDMS NaOMe, MeOH HO O Bno OTBDMS
BnO O le) BnO O o)
NHACc OBn 83% NHAC OBn
74 76
NHAGC NHAc
BnO BnO
AcO O Bno OTBDMS NaOMe, MeOH HO Q  Bno OTBDMS
BnO o) d —’950/ BnO 0 d
NHZ OBn ° NHZ OBn

75 77
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Schéma 60 : déprotection conduisant aux intermédiaires 76 et 77 dans la synthése
des deux chitodisaccharides GIcNAc-GIcNAc et GIcN-GIcNAc

La réaction est suivie par CCM (Heptane/AcOEt : 65/35 + Et3N, Rf 0.31 pour 76 et
Heptane/AcOEt : 50/50 + Et3N, Rf 0.48 pour 77). Lorsque la CCM indique que le
produit de départ est totalement consommé, le milieu est neutralisé a ’aide de
résine Amberlite IR-120 (H"). Les composés 76 et 77 sont purifiés par une
chromatographie liquide sur gel de silice et isolés avec des rendements respectifs
de 83 et 95%.

Les spectres RMN '"H de chacun des deux composés mettent en évidence la
disparition du singulet caractéristique du groupement O-acétyle (1.75 et 1.87 ppm
pour 76 et 77). La spectrométrie de masse par électrospray confirme également la
disparition de ce groupement en faisant apparaitre un pic a 921 et 1013 g.mol™

respectivement pour les ions [M+Na]" des composés 76 et 77.

La troisieme réaction de déprotection libéere [’alcool anomére en clivant le

groupement tert-butyldiméthylsilyle dans les conditions du schéma 61.

OH
NHAG AcHN
BnO BnO
HO Q  BnoO OTBDMS BugNF, AcOH, THF HO O BnoO
BnO (0] 19) 89% BnO 6] o
0
NHAc OBn NHAc OBn
76 78
NHA AcHN T
(] C
BnO BnO
HO O BnoO OTBDMS BusNF, ACOH, THF  §15 O Bno
BnO o) 4 .y BnO o) 3
NHZ OBn ? NHZ OBn
77 79

Schéma 61 : déprotection conduisant aux intermédiaires 78 et 79 dans la synthese
des deux chitodisaccharides GIcNAc-GIcNAc et GIcN-GlcNAc

Le chitodisaccharide est tout d’abord solubilisé dans le THF et refroidi a 0°C avant

’ajout d’une solution contenant un exces de trifluorure de tétrabutylammonium
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(2.5 éq) et d’acide acétique (2.5 éq) dans le THF a 0°C. L’hémiacétal obtenu est
purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (DCM/MeOH: 90/10 +
triethylamine) et les deux chitodisaccharides 78 et 79 sont isolés avec un
rendement de 89% pour chacun.

La spectrométrie de masse SM-HR (ES+) confirme la disparition du groupement
silyle aprés cette réaction en faisant apparaitre un pic a 807 et 899 g.mol
respectivement pour les ions [M+Na]* des composés 78 et 79.

L’analyse du spectre RMN 'H montre également la disparition des trois singulets
caractéristiques du groupement tert-butyldiméthylsilyle (0.87, 0.12 et 0.07 ppm).
Ces spectres indiquent de plus que ’alcool anomére des composés 78 et 79 est de
configuration a. En effet les valeurs des constantes de couplage Ji,; de ces deux
produits valent respectivement 3.5 et 3.4 Hz. De plus, aucun autre signal n’est

observé pour ces protons anomeres.

La derniére réaction de déprotection permettant d’obtenir les deux
chitodisaccharides cibles portant U'unité N-acétyl-p-glucosamine sur la partie
réductrice est une hydrogénation catalytique qui supprime simultanément les

groupements benzyle et benzyloxycarbonyle (schéma 62).

H,, Pd/C,

AcHN NHAG
BnO HO
HO QO Bno H20, MeOH, CHCN HO Q  HO OH
BnO 0 g o HO 0 g
NHAC OBn ° NHAGC OH
78 80
OH
BnO & Hy0, MEOH, GHLCN HO NHA
HO QO Bno 20, MebH, bs HO O HO OH
BnO O o) 759% HO 0] 10)
NHZ OBn ° NH, OH
79 81

Schéma 62 : déprotection conduisant aux chitodisaccharides GIcNAc-GIcNAc et
GIlcN-GlcNAc 80 et 81

Les chitodisaccharides protégés sont solubilisés dans un mélange d’eau, de
méthanol et d’acétonitrile, puis une quantité catalytique de palladium sur charbon

est ajouté et le milieu est agité sous atmosphére d’hydrogéne. Aprés 2 jours
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d’hydrogénation, la réaction est stoppée. Une analyse RMN 'H du produit brut
obtenu indique immédiatement si des groupements phényle sont toujours présents.
Si tel est le cas, ’hydrogénation est relancée dans les mémes conditions. Lorsque
l’analyse RMN "H ne montre plus aucun signal caractéristique du groupe phényle, le
résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt :
70/30 + triéthylamine). Les chitodisaccharides cibles 80 et 81 sont obtenus avec
des rendements de 75% pour chacun, puis caractérisés par spectrométries de masse
et RMN afin de mettre en évidence la disparition de tous les groupes protecteurs.
La spectrométrie de masse SM-HR (ES+) révele des pics a 447.1576 et 383.1647
respectivement pour les ions [M+Na]* du composé 80 et [M+H]" du composé 81.
Quant aux spectres RMN 'H et C, ils montrent clairement la disparition des
signaux caractéristiques des groupements phényles, confirmant ainsi l’obtention
des deux chitodisaccharides cibles 80 et 81. Le tableau 5 regroupe les différents
signaux observés pour chacun des chitodisaccharides 80 et 81, leurs déplacements
chimiques et leur attribution lors d’une analyse RMN 'H effectuée & 500 MHz dans

’eau deutérée.

Chitodisaccharide 80 Chitodisaccharide 81
Déplacement Déplacement
signal chimique attribution signal chimique attribution
(Ppm) (PPm)
doublet 5.19 H-1aa doublet 5.15 H-1aa
doublet 4.79 H-1aB doublet 4.64 H-1aB
doublet 4.70 H-1b doublet 4.43 H-1b
multiplet 3.93-3.87 H-3a, H-5a, multiplet 3.90 H-3a
H-2a
multiplet 3.78-3.72 H-6b, H-6b, multiplet 3.87-3.58 H-2a, H-4a,
H-6a, H-2b H-5ab, H-
6ab
multiplet 3.69-3.60 H-4a, H-6a multiplet 3.46-3.28 H-4b, H-3b
multiplet 3.57 H-3b multiplet 2.62 H-2b
multiplet 3.50-3.46 H-5b, H-4b singulet 2.05 CH;CONH
singulet 2.05 CHCONH
singulet 2.02 CH;CONH
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Tableau 5 : interprétation des spectres RMN 'H des chitodisaccharides GlcNAc-
GlcNAc et GIcN-GlcNAc 80 et 81
Les deux chitodisaccharides cibles 80 et 81 sont obtenus apres une séquence de
quatre réactions de déprotection a partir des chitodisaccharides protégés. Le
rendement global de déprotection est de 45% pour GlcNAc-GlcNAc et 48% pour le
chitodisaccharide GlcN-GlcNAc.

4.2.2. Réactions de déprotection conduisant aux
chitodisaccharides GlcNAc-GlcN et GlcN-GlcN

La stratégie choisie pour la déprotection des chitodisaccharides GlcNAc-GlcN et
GIlcN-GlcN est initialement identique a celle précédemment décrite pour la
déprotection des chitodisaccharides GlcNAc-GlcNAc et GlcN-GlcNAc. Clest-a-dire
que nous commencons par convertir le groupe N-trichloroacétyle du composé 72 en
groupe N-acétyle par réduction radicalaire en présence de 6 équivalents d’hydrure
de tributylétain et d’une quantité catalytique d’AIBN au reflux du toluene [227]

(schéma 63).

BrnO NHZ Bu;SnH, AIBN, BrnO NHZ
AcO O BnO OTBDMS Toluéne, 80°C AcO Q  BnO OTBDMS
BnO O o) 82% BnO O o)
NHTCA OBn NHAG OBn
72 82

Schéma 63 : déprotection conduisant a ’intermédiaire 82 dans la synthese du
chitodisaccharide GlcNAc-GIcN

Apres purification par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt :
50/50 + triéthylamine), le composé 82 est isolé avec un rendement de 82%. La
caractérisation par spectrométries de masse (électrospray) et RMN 'H confirme
l’apparition du groupe N-acétyle. En effet, la premiére technique montre un signal
a 1055 g.mol™” pour l’ion [M+Na]’. De plus, la deuxiéme technique fait apparaitre
un singulet intégrant pour trois protons a 1.78 ppm représentatif du groupement

acétamide.
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Comme dans la premiére série de déprotections, la réaction du méthanolate de
sodium dans le méthanol [244] permet ensuite le clivage du groupe O-acétyle en

position 4 des composés 82 et 73 (schéma 64).

B0 NHZ 5O NHZ
n n
AcO Q BnO OTBDMS NaOMe, MeOH HO Q  BnO OTBDMS
BnO 0] [e) 87% BnO (0] le)
NHAc OBn NHAG OBn
82 83
BnO NHZ BnO NHZ
AcO Q BnO OTBDMS NaOMe, MeOH HO Q BnO OTBDMS
BnO o) 799% BnO (@)
NHZ OBn ° NHZ OBn
73 84

Schéma 64 : déprotection conduisant aux intermédiaires 83 et 84 dans la synthese
des deux chitodisaccharides GIcNAc-GIcN et GIcN-GIcN

Lorsque le suivi CCM (Heptane/AcOEt : 50/50 + Ets3N) indique que le produit de
départ est totalement consommé, le milieu est neutralisé par ajout de résine acide
Amberlite IR-120. Les composés 83 et 84 sont ensuite purifiés par chromatographie
liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt: 50/50 + triéthylamine pour 83 et
Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine pour 84) et isolés avec des rendements
respectifs de 87 et 79%.

La caractérisation des composés 83 et 84 par RMN 'H met en évidence la
disparition du singulet du groupement O-acétyle a 1.66 et 1.88 ppm
respectivement. Ce résultat est confirmé par la spectrométrie de masse SM-HR
(ES+) qui révéle des pics a 1013 et 1105 g.mol” respectivement pour les ions
[M+Na]* des composés 83 et 84.
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Lors de la troisieme réaction de déprotection, [’alcool anomeére des composés 83 et

84 est déprotégé (schéma 65).

BnO NHz BusNF, AcOH, THF BnO NHz
n , AcC! s n
HO O BnO OTBDMS t4 HO QO BnO OH
BnO O o) 87% BnO O o)
(s]
NHAc OBn NHAC OBn
83 85
BnO NHZ BnO NHZ
HO O Bho oTBDMs  BUaNF, AcOH, THF HO Q  Bho OH
BnO o} d - BnO o} d
NHZ OBn 86% NHZ OBn
84 86

Schéma 65 : déprotection conduisant aux intermédiaires 85 et 86 dans la synthése
des deux chitodisaccharides GIcNAc-GlcN et GIcN-GIcN

Le chitodisaccharide est solubilisé dans le THF et le milieu est refroidi a 0°C. Une
solution contenant un exces de fluorure de tétrabutylammonium (2.5 éq) et
d’acide acétique (2.5 éq) dans le THF a 0°C est ajoutée. L’hémiacétal est purifié
par chromatographie liquide sur gel de silice et les composés 85 et 86 sont isolés
avec des rendements respectifs de 87 et 86%.

Ces produits ont été caractérisés par RMN 'H et la disparition du groupement tert-
butyldiméthylsilyle est confirmée par l’absence des trois singulets caractéristiques
a 0.86, 0.11 et 0.06 ppm. La constante de couplage Ji; du seul signal représentatif
du proton anomére a également été déterminée sur les spectres RMN 'H. Les
valeurs 8.2 et 7.9 Hz, respectivement pour les composés 85 et 86 indiquent que
seuls les anomeres de configuration B sont obtenus. Le spectre du composé 86
montre également un signal a 6 = 4.72 ppm qui correspond au proton en position 1
de Uunité non réductrice. La constante de couplage de ce signal Ji; 7.9 Hz
confirme que la liaison glycosidique est de configuration B, comme pour les trois

autres chitodisaccharides.
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La derniére étape de déprotection pour obtenir les chitodisaccharides cibles vise a
cliver les groupements benzyle et benzyloxycarbonyle. Une hydrogénation
catalytique est menée dans les mémes conditions que celles décrites pour les
chitodisaccharides GlcNAc-GlcNAc et GlcN-GlcNAc (schéma 66).

H,, Pd/C, NH
BnO HZO MeOH, CH;CN HO 2
0 BnO HO O HO OH
BnO \ HO o) o)
NHAc OBn NHAc OH
85 87
H,, Pd/C, NH
BnO 2o MeOH, CH,CN HO 2
HO Q  HoO OH
BnO \ HO 0 10)
OBn NH, OH
86 88

Schéma 66 : déprotection ne conduisant pas aux chitodisaccharides GIcNAc-GIcN
et GIcN-GlcN 87 et 88

L’hydrogénation menée sur les composés 85 et 86 a conduit a des produits de
dégradation qui n’ont pu étre isolés. La réactivité des chitodisaccharides 85 et 86
est différente de celle des chitodisaccharides 78 et 79 précédemment synthétisés,
puisque le groupe porté par la fonction amine en position réductrice n’est pas le
méme. Cette différence de réactivité explique vraisemblablement pourquoi nous
n’avons pu obtenir les chitodisaccharides GIcNAc-GIcN 87 et GIlcN-GlcN 88
totalement déprotégés par cette voie.

Nous avons alors tenté une autre méthode. Les deux dernieres étapes de
déprotection ont été inversées. C'est-a-dire que les composés 83 et 84 obtenus
apres la O-désacétylation ont été hydrogénés pour déprotéger les groupements
benzyle et benzyloxycarbonyle, ’alcool anomére étant toujours protégé par le

tert-butyldiméthylsilyle (schéma 67).
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- NHZ H,, Pd/C, o NH,
n
HO 0 BnO OTBDMS H20, MeOH, CH5CN HO O HO OTBDMS
BnO o (@) 67% HO O ()
NHAC OBn NHAC OH
83 89
H,, Pd/C, NH
BnO NHZ 2 HO 5
o) Q BgO OTBDMS H20, MeOH, CH3CN HO, Q HO OTBDMS
no d ; 0o 9
NHZ OBn 65% NH, OH
84 90

Schéma 67 : déprotection conduisant aux intermédiaires 89 et 90 dans la synthése
des chitodisaccharides GIcNAc-GlcN et GlcN-GlcN

Les chitodisaccharides 83 et 84 sont solubilisés dans un mélange contenant de
’eau, du méthanol et de l’acétonitrile puis une quantité catalytique de palladium
sur charbon est ajoutée. Le milieu est agité sous atmosphere d’hydrogene. La
réaction est suivie par RMN 'H afin de mettre en évidence la disparition des protons
aromatiques. Lorsque les signaux caractéristiques des groupements phényle ont
totalement disparus, le milieu réactionnel est filtré sur Célite®. Cette derniére est
abondamment rincée avec du méthanol puis de l’acétonitrile afin de limiter la
perte de matiere puis le solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt : 75/25 + triéthylamine).
Les composés 89 et 90 sont isolés avec des rendements respectifs de 67% et 65%.
Ils sont ensuite caractérisés par RMN 'H, ce qui met en évidence ’absence de
signaux caractéristiques des groupements phényle.

Pour ces deux chitodisaccharides, |’hydrogénation catalytique semble étre plus
efficace lorsque [’alcool anomere est protégé. Nous pouvons alors effectuer la
derniere déprotection visant a cliver le groupe tert-butyldiméthylsilyle (schéma
68).
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o NH, o o NH,
HO Q  HO OTBDMS BusNF, AcOH, THF HO Q  HO OH
HO 0o 0 91% HO o 9
NHAC OH NHAC OH
89 87
HO NH, HO NH,
H(|2| (o] 510 OTBDMS BU4NF, ACOH, THF H(a (o) BO OH
o) 3 T e 0 0
NH, OH 89% NH, OH
90 88

Schéma 68: déprotection conduisant aux chitodisaccharides GIcNAc-GIcN 87 et
GlcN-GlcN 88

Les chitodisaccharides sont solubilisés dans le THF et la température du milieu
réactionnel abaissée a 0°C avant l’ajout d’une solution contenant un excés de
fluorure de tétrabutylammonium (2.5 éq) et d’acide acétique (2.5 éq) dans le THF.
Apres 30 min de réaction a 0°C puis 16 h a température ambiante, une purification
par chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt: 70/30 +
triéthylamine), permet d’isoler les chitodisaccharides 87 et 88 avec des
rendements respectifs de 91 et 89%.

Ces composés ont été caractérisés par spectrométries de masse et RMN 'H et 3C.
Ces analyses mettent en évidence la disparition des signaux caractéristiques des
groupements protecteurs. De plus, la spectrométrie de masse SM-HR (ES+) montre
des pics a 383.1671 et 341.1557 g.mol™” respectivement pour les ions [M+H]" des

composés 87 et 88.

Toutefois, les analyses RMN ont mis en évidence qu’un sous-produit était
également formé lors de cette étape. L’étude du spectre RMN du composé cible a
montré une série de pics inconnus. Le plus inquiétant était que des purifications
répétées par chromatographie liquide sur gel de silice ne permettaient pas de
séparer le chitodisaccharide de la structure inconnue. Nous avons fini par
remarquer qu’en solubilisant le mélange chitodisaccharide/structure inconnue dans
le méthanol puis en ajoutant de l’acétate d’éthyle, un précipité se formait. Une
analyse RMN nous a permis de déterminer que le précipité était composé du

chitodisaccharide et d’une quantité moins importante que dans le mélange initial
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du composé de structure inconnue. Plusieurs cycles de solubilisation dans le
méthanol - précipitation a acétate d’éthyle - séparation du précipité
par centrifugation ont conduit a l’isolement du chitodisaccharide pur. Ils nous ont
également permis de récupérer la structure inconnue pure. Nous avons alors
effectué une série d’analyses RMN a une et deux dimensions afin de caractériser ce
produit. Nous avons mis en évidence qu’il s’agissait de ['acétate de
tétrabutylammonium (TBAA). En effet, lors de la derniere étape de déprotection
(schéma 68), nous clivons le groupement tert-butyldiméthylsilyle par réaction avec
le fluorure de tétrabutylammonium et l’acide acétique dans le THF. Le mécanisme

du schéma 69 explique la formation de |’acétate de tétrabutylammonium.

NHy | %
HO , < o)
HO, Q  HO O/?I +  Hie y 8~ ©
o] o} o) OH + F
NHAC OH i

NH, | 2
HO @ _si 0
O HO O/S"é s &~ ©
Hﬂ&/o\%\#\ﬁ + HsC 0\8 + ———N F
NHAc OH ;
NH
HP0o 0 d * F_S|' f oHCeCg N
NHAc OH i
87 N J
Y
TBAA

Schéma 69 : formation de [’acétate de tétrabutylammonium
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Lors du clivage du groupe tert-butyldiméthylsilyle des chitodisaccharides 76
(GlcNAc-GlcNAc) et 77 (GlcN-GlcNAc), l'acétate de tétrabutylammonium n’était
pas observé sur les spectres RMN. En effet, pour les chitodisaccharides GlcNAc-
GlcNAc et GlcN-GleNAc, la déprotection du groupement silyle intervenait alors que
les groupes benzyle et benzyloxycarbonyle étaient toujours présents. L’hémiacétal
obtenu pouvait donc étre lavé puisqu’il est insoluble en milieu aqueux. En
revanche, ’acétate de tétrabutylammonium, soluble dans l’eau, était éliminé. Si
nous revenons aux chitodisaccharides 87 et 88, ils sont totalement déprotégés et
possedent six fonctions hydroxyle. Ils sont solubles en milieu aqueux et l’acétate
de tétrabutylammonium ne peut étre éliminé par lavage. En jouant sur les
solubilités des chitodisaccharides et de ’acétate de tétrabutylammonium dans
divers solvants, la seule solution que nous avons trouvée pour éliminer ce sous-
produit est la solubilisation du mélange dans le méthanol et la précipitation du

chitodisaccharide par ’acétate d’éthyle.

Aprés résolution des divers problemes rencontrés, les chitodisaccharides GlcNAc-
GlcN et GlcN-GleN sont obtenus aprés une séquence de quatre (GlcNAc-GlcN) ou
trois (GlcN-GlcN) réactions de déprotection suivant le couplage. Les rendements
globaux de déprotection sont respectivement de 43 et 46%.

Le tableau 6 montre les différents signaux observés sur les spectres RMN 'H (500
MHz, D;0) des chitodisaccharides 87 et 88.
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Chitodisaccharide 87 Chitodisaccharide 88
Déplacement Déplacement

signal chimique attribution signal chimique | attribution
(Ppm) (Ppm)
doublet 5.19 H-1aa doublet 5.46 H-1aa
doublet 4.55 H-1b doublet 4.97 H-1b
doublet 4.42 H-1aB doublet 4.86 H-1aB
multiplet 3.95-3.91 H-6b multiplet 4.05 H-6b
multiplet 3.87-3.75 H-6b, H-2b multiplet 3.97-3.84 H-6b, H-2b
multiplet 3.72-3.54 H-2a, H-3b multiplet 3.80-3.77 H-2a, H-3b
multiplet 3.52-3.47 H-5b, H-6a, multiplet 3.74-3.70 H-5b, H-6a,
H-4b, H-3a H-4b, H-3a
multiplet 3.37-3.22 H-4a, H-6a multiplet 3.53-3.46 H-4a, H-6a
multiplet 3.14 H-5a multiplet 3.45 H-5a
singulet 2.03 CH;CONH

Tableau 6 : interprétation des spectres RMN 'H des chitodisaccharides GlcNAc-
GlcN 87 et GIcN-GlcN 88

4.3. Conclusion sur la préparation des quatre

chitodisaccharides

Les chitodisaccharides ont été synthétisés selon une stratégie divisée en trois
parties. Dans la premiere phase, deux monosaccharides accepteurs de bD-
glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine sont préparés selon un protocole multi-
étapes a partir du chlorhydrate de bp-glucosamine, puis deux monosaccharides
donneurs de p-glucosamine et N-acétyl-p-glucosamine sont rapidement obtenus a
partir des accepteurs. Dans un deuxiéme temps, un des deux accepteurs est couplé
avec un des deux donneurs pour obtenir un chitodisaccharide protégé possédant
une structure parfaitement controlée. De nombreux essais ont été réalisés afin
d’optimiser les conditions réactionnelles de

cette étape. Le rapport

donneur/accepteur a été modifié, de méme que la nature et la quantité du
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promoteur. Les quatre chitodisaccharides protégés ont finalement été obtenus
avec des rendements de 70 a 90%. La troisieme partie consiste en une série de
déprotections permettant d’obtenir une centaine de milligrammes des
chitodisaccharides cibles.

La synthése chimique des chitooligosaccharides suit donc un protocole multi-
étapes. Chaque étape nécessite d’étre optimisée afin d’obtenir un bon rendement
global. Certaines voies conduisant théoriquement au produit cible s’averent en
réalité infructueuses et la synthése doit étre repensée. C’est par exemple ce qui
s’est produit lors de Uétape finale d’hydrogénation catalytique des
chitooligosaccharides GIcNAc-GlcN et GLcN-GlcN. Apres 'optimisation de cette
synthése multi-étapes et la résolution des problemes rencontrés, nous sommes
capables de synthétiser des chitodisaccharides possédant une structure et une
architecture parfaitement controlées. L’objectif est d’utiliser ce procédé pour la

synthése de chitooligosaccharides de degrés de polymérisation supérieurs a deux.
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5.Synthéese des chitodisaccharides accepteurs et

donneurs de glycosyle

Les groupes protecteurs des monosaccharides donneurs et accepteurs de N-acétyl-
D-glucosamine et D-glucosamine ont été choisis de facon a étre déprotégés
sélectivement. Cette stratégie permet de synthétiser les chitooligosaccharides
selon une méthode convergente en transformant les chitodisaccharides protégés en

accepteurs ou donneurs de glycosyle (schéma 70).

OBn OBn
AcO Q . HO Q
BnO BnO OTBDMS
RHN 5 CCl, NHR
NH
R=TCAouZ
donneur de glycosyle monosaccharide accepteur de glycosyle monosaccharide
58/59 60/61
promoteur
OBn NHR
AcO O Bno OTBDMS
BnO (0]
o}
NHR OBn

chitodisaccharide protégé

déprotection de OAc 1) déprotection de OTBDMS
2) introduction de l'imidate

NH
RHN o~-cal,

BnO OTBDMS AcO BnO
BnO BnO

accepteur de glycosyle disaccharide donneur de glycosyle disaccharide

R=TCAouZ

Schéma 70 : synthese des chitodisaccharides accepteurs et donneurs de glycosyle
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Ainsi, aprés la réaction de couplage entre deux monosaccharides donneur et
accepteur de glycosyle, nous pouvons suivre le processus de déprotection
précédemment décrit pour obtenir le chitodisaccharide cible. Mais nous pouvons
également transformer le chitodisaccharide protégé en accepteur ou en donneur de

glycosyle.

5.1. Synthése des chitodisaccharides accepteurs de

glycosyle
Afin de transformer le chitodisaccharide protégé en accepteur de glycosyle, le
groupe acétyle présent en position 4 doit étre supprimé (schéma 70). Les quatre
chitodisaccharides accepteurs de glycosyle ont été préparés a partir des
chitodisaccharides protégés correspondant selon le méme protocole. Le
chitodisaccharide est solubilisé dans le méthanol puis 0.1 équivalents de sodium
sont ajoutés a 0°C [244] (schéma 71).

BnO NHTCA BnO NHTCA
AcO QO BnO OTBDMS NaOMe, MeOH HO Q  Bno OTBDMS
BnO o} d T BnO O 0
NHTCA OBn NHTCA OBn
70 91
NHTCA NHTCA
BnO BnO
AcO Q  BnO OTBDMS NaOMe, MeOH HO Q  BnO OTBDMS
BnO o] d 97% ” BnO o 0
NHZ OBn NHZ OBn
71 92
NHZ NHZ

BnO
AcO Q. BnO OTBDMS
BnO (0] 0)

NHTCA

72

BnO

NHZ

73

OBn

NHZ

AcO Q

OBn

NaOMe, MeOH
70%

NaOMe, MeOH
79%

BnO
HO Q  BnoO OTBDMS
BnO (0] 0)

NHTCA

93

BnO

NHZ

84

OBn

NHZ

HO Q

OBn

Schéma 71 : synthése des quatre chitodisaccharides accepteurs de glycosyle
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La réaction est suivie par CCM (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine) et lorsque
la conversion est totale, le milieu est neutralisé en ajoutant la résine Amberlite IR-
120 (H"). L’accepteur obtenu est purifié par chromatographie liquide sur gel de
silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine). Les quatre accepteurs de glycosyle
91, 92, 93 et 84 ont été obtenus avec des rendements respectifs de 74, 97, 70 et
79%. Ils ont ensuite été caractérisés par spectrométries de masse SM-HR (ES+) et
RMN ('H et C). La O-désacétylation est confirmée par la disparition du singulet
caractéristique du groupement O-acétyle aux environs de 1.8 ppm sur les spectres
RMN 'H. De plus, la spectrométrie de masse révéle des pics a 1128, 1117 et 1105
g.mol” respectivement pour les ions [M+Na]" des composés 91, 92 et 84. Cette

méme technique montre une masse de 1093 pour ion [M+H]" du composé 93.

5.2. Synthese des chitodisaccharides donneurs de

glycosyle
Il est également possible de sélectivement transformer les chitodisaccharides

protégés en donneurs de glycosyle (schéma 70). Pour cela, il faut tout d’abord

déprotéger ’alcool anomere puis synthétiser l'imidate dans les conditions du

schéma 72.
b
BnO NHTCA 1. BuyNF, AcOH, THF BnO TCAHNO CCls
AcO O Bno oTBDMs 2 CCICN, DBU, DCM  Aco Q. Bno
BnO o} d 89% BnO O ©
(]
NHTCA OBn NHTCA OBn
70 94
NH
o— —ccl
BnO NHZ 1. BuyNF, AcOH, THF BIO ZHN 3
AcO Q BnO oTBDMs  2: CCILCN, DBU, DCM AcO QO BnO
BnO o) © 48% BnO 0 0
NHTCA OBn NHTCA OBn
72 95

Schéma 72 : synthese des chitodisaccharides GIcNAc-GIcNAc et GIcNAc-GIcN

donneurs de glycosyle
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Le groupe protecteur tert-butyldiméthylsilyle des chitodisaccharides totalement
protégés est clivé par réaction avec un exces de fluorure de tétrabutylammonium
(1.5 éq) et d’acide acétique (1.5 éq) dans le THF. Le groupe partant
trichloroacétimidate est ensuite obtenu en faisant réagir |’hémiacétal sans
purification préalable avec un excés de trichloroacétonitrile (10 éq) dans le
dichlorométhane en milieu rendu basique par la base forte DBU (0.3 éq). Le
donneur est finalement purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine). Les donneurs de glycosyle 94 et 95 ont
été isolés avec des rendements respectifs de 89 et 48%.

La structure de ces chitodisaccharides a été confirmée par spectrométries de
masse SM-HR (ES+) et RMN ('H et *C). La spectrométrie de masse montre des pics a
1196 et 1005 g.mol ™ respectivement pour les ions [M+Na]* et [M-CCl3CONH]* des
composés 94 et 95. De plus, la RMN 'H montre la disparition des trois singulets
caractéristiques du groupement tert-butyldiméthylsilyle (0.8, 0.1 et 0.05 ppm)
tandis que le singulet représentant le groupement imidate apparait a 8.6 ppm.
L’étude du spectre RMN 'H a également permis de déterminer la configuration du
groupe partant. Les constantes de couplages du proton anomere, représenté par un
unique doublet, ont été mesurées a 3.4 Hz, indiquant que l'imidate est de

configuration a pour les deux chitodisaccharides donneurs de glycosyle.

Les deux chitodisaccharides 70 et 72 ont été choisis pour étre transformés en
donneur de glycosyle car la fonction amine est respectivement protégée par les
groupements TCA et Z. Cela permet de s’assurer que cette modification chimique
peut étre effectuée quel que soit le groupe protecteur utilisé pour l’unité subissant

la transformation.

5.3. Réactions de couplage des chitodisaccharides

Une fois les chitodisaccharides accepteurs et donneurs de glycosyle synthétisés, il
devient possible d’effectuer une réaction de couplage visant a allonger la chaine
oligosaccharide. Deux chitodisaccharides peuvent étre couplés pour conduire au
chitotétrasaccharide. Un chitodisaccharide peut également étre couplé avec un

monosaccharide pour former le chitotrisaccharide correspondant. Les conditions
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réactionnelles sont similaires au couplage des monosaccharides, c'est-a-dire en
milieu anhydre et en utilisant un acide de Lewis comme BF;.Et;0 ou TMSOTT.
Le chitodisaccharide accepteur de glycosyle 91 et le monosaccharide donneur de

N-acétyl-D-glucosamine 58 ont été couplés dans les conditions du schéma 73.

NHTCA
BnO o BnO
AcO + HO Q BnO OTBDMS
BnO BnO 0] )

TCAHN OBn

O—CCl, NHTCA

NH
58 91

BF3.Et,0 20%, DCM
67%

OBn NHTCA OBn
0
AcO Q  BnO 0
50 0 d BnoO OTBDMS
NHTCA OBn NHTCA
96

Schéma 73 : synthese du chitotrisaccharide protégé GIcNAc-GIcNAc-GIcNAc 96

Les deux réactifs ont été solubilisés dans le dichlorométhane anhydre. Des essais

ont été réalisés avec les deux promoteurs et sont résumés dans le tableau 7.

Rapport quantité promoteur
. Nature promoteur Rendement (%)
imidate/accepteur (/accepteur)
1.5/1 BFs.Et,0 0.15 éq 40
1.5/1 BFs.Et,0 0.20 éq 33
2/1 BFs.Et;0 0.20 éq 67
1.5/1 TMSOTf 0.15 éq 18

Tableau 7 : synthese du chitotrisaccharide protégé GIcNAc-GIcNAc-GIcNAc 96

L’utilisation du trifluorure de bore éthéré a permis d’obtenir les meilleurs
rendements. Comme dans les réactions de glycosylation conduisant aux

chitodisaccharides, nous avons fait varier les quantités de promoteur et de donneur
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afin d’optimiser la réaction. 2 équivalents (par rapport a la quantité molaire
d’accepteur) de donneur et 0.2 équivalents de BF3.Et;0 ont donné les meilleurs
résultats. Le chitotrisaccharide obtenu apres la glycosylation a été purifié par une
chromatographie liquide sur gel de silice (Toluene/AcOEt : 90/10 + triéthylamine)
et isolé avec un rendement de 67%. La conversion n’étant pas totale, du donneur et
de ’accepteur ont également été récupérés apres la purification. En effet, le suivi
de la réaction par CCM (Toluene/AcOEt : 80/20 + Et3;N) indique que si le temps de
réaction est trop long, le chitotrisaccharide formé se dégrade. 40 min ont permis
d’isoler le chitotrisaccharide avec le plus haut rendement (67%).

La caractérisation du chitotrisaccharide 96 par spectrométries de masse SM-HR
(ES+) et RMN ('H et C) a confirmé sa structure. En effet, la spectrométrie de
masse révéle un pic a 1652 g.mol™ pour ’ion [M+Na]* du composé 96. Les analyses
RMN 'H et 3C, et notamment U’étude du spectre HMBC, confirment la création
d’une liaison entre les positions 1 et 4 du donneur 58 et de ’accepteur 91 en
faisant apparaitre une tache de corrélation entre le carbone 1 et le proton 4 de ces
groupements. Enfin, le spectre RMN 'H montre que ’unique signal caractéristique
du proton anomere de la nouvelle unité réductrice est un doublet. Sa constante de
couplage a été déterminée et vaut 7.6 Hz. La nouvelle liaison glycosidique formée

possede donc bien la configuration trans attendue.
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6.Conclusion sur la préparation des

chitooligosaccharides

Nous avons développé une méthode de préparation d’homo- et hétéro-
chitooligosaccharides basée sur la synthése de quatre monosaccharides jouant le
role de blocs de construction, eux-mémes synthétisés selon un protocole multi-
étapes a partir du chlorhydrate de D-glucosamine commercial. L’utilisation des
groupes protecteurs de la fonction amine trichloroacétyle (TCA) et
benzyloxycarbonyle (Z) permet de différencier les unités N-acétyl-p-glucosamine et
D-glucosamine constitutives des chitooligosaccharides. L’utilisation du groupe
partant trichloroacétimidate de configuration a pour les donneurs de glycosyle,
activé par le trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle (TMSOTf) ou le
trifluorure de bore éthéré (BF;.Et;0), ainsi que la présence d’un groupe voisin
participant, permettent bien d’obtenir une liaison glycosidique de configuration B.
Cette derniere a été confirmée en déterminant la constante de couplage du proton
anomere grace a ’analyse RMN "H.

La réaction de glycosylation entre un monosaccharide donneur et un
monosaccharide accepteur de glycosyle permet d’obtenir le chitodisaccharide
correspondant avec un parfait contréle de la nature et de la position des deux
unités constitutives. Les chitodisaccharides 70, 71, 72 et 73 peuvent ensuite étre
déprotégés en quatre étapes pour conduire aux chitodisaccharides cibles.

Les groupes protecteurs que nous avons choisis pour les fonctions hydroxyle
permettent d’effectuer une synthése convergente. Il est en effet possible de
déprotéger sélectivement le groupement hydroxyle en position 1 ou 4 du
chitodisaccharide afin de transformer ce dernier en donneur ou accepteur de
glycosyle. Une nouvelle réaction de couplage permet [’allongement de la chaine
oligosaccharide tout en conservant un parfait controle du degré de polymérisation,
du degré d’acétylation et de la distribution des deux unités constitutives N-acétyl-

D-glucosamine et D-glucosamine.

Grace a la méthode que nous avons mise au point, il a été possible de synthétiser
les quatre chitodisaccharides cibles possédant une structure et une architecture

totalement contrélées. Cette nouvelle stratégie a également permis d’obtenir un
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chitotrisaccharide parfaitement défini a partir d’un chitodisaccharide. Ce résultat
montre ainsi que cette voie peut permettre de préparer diverses structures de
chitooligosaccharides possédant une structure controlée.

Des études physico-chimiques et biologiques des composés parfaitement définis
ainsi obtenus permettront d’établir une relation structure - activité. Dans ce cadre,
nous avons étudié le comportement acido-basique des trois chitodisaccharides

possédant au moins une unité p-glucosamine.
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7.Détermination des pK apparents des

chitodisaccharides

7.1. Introduction

Avoir développé une méthode permettant d’obtenir des chitooligosaccharides
possédant une taille et une architecture parfaitement définies est trés utile pour
déterminer une relation structure - activité. Afin d’établir une telle relation, des
analyses biologiques et physico-chimiques doivent étre effectuées sur les
chitodisaccharides synthétisés. Puisque ces composés portent des sites ionisables
en raison de la présence d’unités D-glucosamine, nous nous sommes intéressés a
’étude de leurs propriétés électrostatiques, et avons étudié leurs pK apparents
(pKa). Cette analyse permettra de voir si une relation existe entre la structure du
chitodisaccharide et son comportement physico-chimique, et si une loi de
comportement peut étre établie apres étude d’autres structures de

chitooligosaccharides.

7.2. Méthode de détermination du pKa

L’étude de U'ionisation des polyélectrolytes met en jeu des phénomeénes dont la

mesure expérimentale consiste en une détermination potentiométrique du pH. A

partir de |3, il est possible de déduire la valeur du pKa des fonctions ionisées.

Lors d’une réaction acide/base classique, l’équation-bilan est la suivante :
HA+H,O _— A +H;0"

La constante d’équilibre Ka se calcule selon la relation A :

[H3O™[A]
[HA]

(A) Ka =
Ensuite, le pKa se déduit par la relation pKa = -log Ka
Dans le cas d’un électrolyte simple comme le chlorhydrate de bD-glucosamine

(GlcN,HCl), le pKa ne dépend pas de ’état d’ionisation. Ainsi, la valeur du pKa du

groupe NHs3" peut étre déterminée graphiquement sur la courbe de titration comme
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étant égale a la valeur du pH a la demi-équivalence. Mais pour les polyélectrolytes,
il n’est possible de définir qu’un pK apparent. En effet, une des conséquences de la
présence de plusieurs sites ionisables le long de la chaine est leur influence
réciproque sur leur dissociation. La valeur du pKa des groupes NHs" pourrait étre
déterminée graphiquement comme dans le cas d’un électrolyte simple, mais une
meilleure méthode consiste a utiliser l’équation de Katchalsky-Spitnik (B) qui tient
compte du changement d’énergie libre durant la neutralisation pour un
polyélectrolyte [257]. Dans ce cas, le pKa est pK apparent, du fait qu’il varie avec

le degré d’ionisation.
(B) pH = pKa + nlog[a/(1-a)]

ou n est un parametre empirique relié au changement d’énergie libre durant la
titration, et a le degré de neutralisation vrai obtenu en tenant compte de ’auto-

dissociation des polyélectrolytes a l’aide de la relation (C) :
() a=a +[H]/Cp

avec a’ le degré de neutralisation expérimental, [H'] la concentration en ions H*
déduite de la valeur du pH et Cp la concentration en polymeére. La distinction entre
a et a’ est surtout marquée au début du dosage et devient vite négligeable devant
Cp.

L’équation de Katchalsky-Spitnik (B) permet de déterminer le pK apparent des
polyélectrolytes. Il s’agit d’une méthode potentiométrique que nous avons adaptée

a la détermination des valeurs des pKa de nos chitodisaccharides.

7.2.1. Description de la méthode de titration

potentiométrique
Les titrations potentiométriques ont été effectuées dans une cellule thermostatée
a 25°C sous agitation magnétique en utilisant un titrimétre automatique TIM 865

Titration Manager Titralab® de Radiometer Analytical équipé d’une électrode de pH
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combinée Ag/AgCl pHC3006 du méme fabricant. Une solution de soude 0.1 M a été
utilisée comme agent titrant.

Les chitodisaccharides synthétisés sont tout d’abord convertis en chlorhydrates,
afin que les résidus D-glucosamine soient totalement convertis sous forme
ammonium a l’aide d’un acide fort. Pour cela, les chitodisaccharides sont
solubilisés dans de l’eau et un trés léger exces d’acide chlorhydrique 0.01 M est
ajouté. La solution de chlorhydrate de chitodisaccharide est ensuite lyophilisée,
puis dissoute dans une solution de KClO4 de force ionique 0.1 M, pour obtenir une
concentration d’environ 5.10“ M en groupements amine. La présence du sel permet
de s’affranchir des effets électrostatiques a longue distance, par effet d’écran, et
ainsi la valeur du pKa obtenue est plus précise. Ces conditions expérimentales ont
été choisies afin d’étre en accord avec des analyses préalablement effectuées au
laboratoire sur la variation du pKa du chitosane en fonction du degré d’acétylation
[258, 259].

Lors de la titration potentiométrique, nous ajoutons progressivement un volume
connu de soude, ce qui nous permet de tracer la variation du pH de la solution du
chlorhydrate de chitodisaccharide en fonction du volume de soude (Vnaon) Versé
soit :

PH = f(VNaon) (1)

A partir de ce premier graphique, nous pouvons déterminer le degré de
neutralisation expérimental (a’) pour chaque valeur de pH, comme étant le rapport
volume de soude versé/volume équivalent. a’ est ensuite corrigé selon |’équation
(C) pour donner le degré de neutralisation vrai (a). Nous pouvons alors tracer la
variation du pH en fonction du log[a/(1-a)] :

pH = f(log[a/(1-a)]) (2)

La relation de Katchalsky-Spitnik (B) est du type y = b + ax. Ainsi, lorsque nous
tracons la courbe (2) pH = f(log[a/(1-a)]), nous pouvons en déduire la valeur du pKa

comme étant ’ordonnée a l’origine.
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La méthode de Katchalsky-Spitnik permet de déterminer graphiquement le pKa des
polyélectrolytes par le tracé des fonctions (1) et (2). Avant d’appliquer cette
méthode a la détermination du pKa des chitodisaccharides obtenus par synthése
chimique, nous avons voulu la valider en [’utilisant pour un produit dont la
structure est proche de celle des chitodisaccharides et dont le pKa est connu : le

chlorhydrate de p-glucosamine.

7.2.2. Validation de la méthode

Le chlorhydrate de p-glucosamine étant un électrolyte simple, nous déterminons en
réalité un pKa. Dans la littérature, le pKa du chlorhydrate de p-glucosamine est
compris entre 7.3 et 7.8 selon les méthodes physico-chimiques utilisées et les
auteurs. Des 1926, la valeur du pKa du chlorhydrate de Db-glucosamine est
déterminée a 7.66 par rotation optique par Vellinger [260]. A. Neuberger et al.
[261] ont utilisé la mesure du pouvoir rotatoire pour trouver les valeurs des pKa des
anomeres a et B, respectivement égales a 7.71 et 7.27. Une étude RMN 'H permet
a A. Blasko et al. [262] de calculer un pKa de 7.56 pour ’anomeére a du
chlorhydrate de bp-glucosamine et un pKa de 7.31 pour ’anomére B. Plus
récemment, S.-B. Strand et al. [263] ont trouvé par diffusion de la lumiere et RMN
'H un pKa de 7.7. D’autres études ont permis la détermination du pKa du
chlorhydrate de bD-glucosamine par titration a l’aide d’une solution de soude
comme agent titrant. Les valeurs trouvées sont 7.47 [264], 7.55 [265] et 7.8 [266].

Afin d’effectuer cette analyse, nous avons préparé une solution de chlorhydrate de
D-glucosamine & 5.10* M dans du KClO4 0.1 M. Une solution de soude a 0.1 M est
ensuite ajoutée et le pH est déterminé pour chaque volume de soude ajouté. Ces

mesures permettent le tracé de la courbe pH = f(Vnaon) du schéma 74.
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Schéma 74 : pH = f(Vneon) pour 5 mL d’une solution de chlorhydrate de b-

glucosamine dans KClO40.1 M a 25°C, [NaOH] =0.1 M

Cette courbe (1) nous a permis de déterminer le volume équivalent (Veq) de soude
par la méthode des tangentes ou de la dérivée. Ici Veq = 22.9 pL.

Initialement, la D-glucosamine est sous forme chlorhydrate (GlcN,HCl). A
l’équivalence, le chlorhydrate de bD-glucosamine est totalement neutralisé et
l’espéce présente en solution est la b-glucosamine (GlcN). Avant |’équivalence, une
partie est neutralisée tandis qu’une partie diminuant a chaque ajout de soude se
trouve toujours sous forme de chlorhydrate. Le degré de neutralisation
expérimental a’ est déterminé pour chaque ajout de soude (et donc pour chaque
valeur de pH) comme le rapport molaire (GlcN)y/(GlcN,HCl)o ou (GlcN)y est la
quantité molaire de p-glucosamine présente en solution pour V mL de soude versés,
tandis que (GIlcN,HCl)p est la quantité molaire initiale de chlorhydrate de b-
glucosamine. La quantité molaire (GlcN,HCl), est déterminée grace au volume
équivalent et a la concentration de la soude par la relation (D) :

(D) (GleN,HCl)g = Veq X [NaOH]
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Quant a la quantité molaire (GlcN)y, elle est déterminée par ’équation (E) ou Vy
est le volume de soude versé :
(E) (GlecN)y = Vy x [NaOH]

Nous obtenons alors la relation (GlcN)y/(GleN,HCL)g = Vy/Veq soit @’ = Vy/Veq.

Le degré de neutralisation vrai (a) est ensuite calculé pour chaque valeur de pH en
utilisant l’équation (C). Dans cette relation, [H'] est déterminée en fonction du pH.
Puis Cp, la concentration initiale en polymeére, qui est une valeur fixe, est obtenue
a partir du volume équivalent de soude versé. En effet, cette valeur permet de
calculer la quantité de matiere de polymere présente en solution. Enfin,
connaissant le volume de solution, la concentration en polymere est déduite.

Ainsi, pour chaque valeur du pH, il est possible de déterminer la valeur de a. Nous
sommes alors en mesure de tracer la variation du pH en fonction du log[a/(1-a)]

représentée dans le schéma 75.

©
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Schéma 75 : pH = f(log[a/(1-a)]) pour 5 mL d’une solution de chlorhydrate de D-
glucosamine dans KClO40.1 Ma 25°C

En utilisant la relation de Katchalsky-Spitnik (B), la valeur du pKa est lue comme

étant ordonnée a ’origine. Dans le cas du chlorhydrate de b-glucosamine, nous
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trouvons pKa = 7.58+0.03. Cette valeur étant en accord avec les résultats de la
littérature (7.3 < pKa < 7.8), nous pouvons valider cette méthode et I’appliquer a la

détermination du pKa des chitodisaccharides.

7.3. Détermination du pKa des chitodisaccharides

Nous avons appliqué la méthode de Katchalsky-Spitnik a la détermination des pKa
des chitodisaccharides possédant au moins une unité p-glucosamine, c'est-a-dire
(GlcN,HCl)2, (GlcN,HCL)-GlcNAc et GlcNAc-(GleN,HCl). En utilisant le méme
protocole que celui décrit pour la détermination du pKa du chlorhydrate de b-
glucosamine, nous obtenons pour chacun des trois chitodisaccharides les courbes

(1) et (2) respectivement représentées dans les schémas 76 et 77.
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Schéma 76 : pH = f(Vneon) pour 5 mL d’une solution de (GIcN,HCl),, (GlcN,HCI)-
GlcNAc et GIcNAc-(GlcN,HCl) respectivement dans KClO4 0.1 M a 25°C, [NaOH] =

0.1M
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Schéma 77 : tracé de pH = f(log[a/(1-a)] pour 5 mL d’une solution de (GIlcN,HCl),,
(GlcN,HCLl)-GlcNAc et GIcNAc-(GlcN,HCL) respectivement dans KClO40.1 M a 25°C
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En utilisant la méthode de Katchalsky-Spitnik, les pKa des trois chitodisaccharides
constitués d’au moins une unité p-glucosamine ont été déterminés. Chaque analyse
a été répétée a trois reprises afin de s’assurer de la reproductibilité de la mesure.

La moyenne de ces valeurs a conduit aux résultats du tableau 8.

structure pKa
(GlcN,HCl), 7.21+0.02
(GlcN,HCl)-GlcNAc 7.06+0.02
GlcNAc-(GleN,HCL) 6.92+0.03

Tableau 8 : valeurs des pKa des chitodisaccharides (GlcN,HCL);, (GIcN,HCl)-GIcNAc
et GIcNAc-(GlcN,HCl)

La valeur de 7.21 obtenue pour le pKa du chitodisaccharide (GlcN,HCl); semble
étre en accord avec la valeur de 7.30, déterminée par S. Tsukada et al. [265], au
cours du titrage potentiométrique du (GlcN,HCLl); par une solution de soude de 0.06
M. Notons cependant que dans leur étude aucun sel n’a été ajouté pour écranter
les charges, contrairement a notre méthode de titrage.

Concernant les chitodisaccharides (GlcN,HCl)-GlcNAc et GlcNAc-(GleN,HCL), aucun
élément de comparaison n’est actuellement disponible, étant donné qu’aucune
étude de détermination de pKa de ces oligoméres n’a été décrite dans la

littérature a notre connaissance.

7.4. Interprétation des valeurs des pKa des

chitodisaccharides

En utilisant la relation de Katchalsky-Spitnik nous avons déterminé le pKa des
chitodisaccharides. Le tableau 9 indique les valeurs des pKa du chlorhydrate de b-
glucosamine et du chitodisaccharide (GlcN,HCl),. Ce tableau montre également la
valeur précédemment obtenue au laboratoire pour un chitosane de masse molaire
364 000 g.mol' et de degré d’acétylation 0% [258] afin de mettre en évidence la

relation entre la valeur du pKa et le degré de polymérisation.
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Structure | pKa
(GleN,HCl) | 7.58
(GleN,HCLl), | 7.21
(GleN,HCl), | 6.43

Tableau 9 : évolution du pKa en fonction du DP

Le tableau 9 met en évidence une diminution des valeurs de pKa lorsque le degré
de polymérisation augmente. En effet, le pKa du chlorhydrate de p-glucosamine
vaut 7.58. Cette valeur passe a 7.21 pour le chitodisaccharide (GlcN,HCl); et enfin,
le pKa d’un chitosane constitué d’unités p-glucosamine et de masse molaire 364
000 g.mol" (DP=1800) vaut 6.43. Cette évolution montre |’influence du nombre de
liaisons glycosidiques sur la valeur du pKa. Ce résultat avait déja été mis en
évidence par S. Tsukada et al. [265] qui ont déterminé par titration les valeurs des
pKa d’homo-chitooligosaccharides constitués exclusivement d’unités p-glucosamine
et de degrés de polymérisation variant de 1 a 7. Le pKa du monomere vaut 7.55 et

décroit progressivement jusqu’a atteindre une valeur de 6.95 pour [’heptamere.

Le tableau 10 regroupe les valeurs des pKa du monosaccharide (GlcN,HCl) et des
deux chitodisaccharides de degré d’acétylation 50% (GlcN,HCl)-GlcNAc et GlcNAc-
(GlcN,HCl), ainsi que la valeur déterminée lors de travaux antérieurs dans l’équipe
pour un chitosane de masse molaire 411 000 g.mol”" et de degré d’acétylation 50%
[258].

Structure pKa

(GlcN,HCL) 7.58
(GleN,HCL)-GleNAc 7.06
GlcNAc-(GleN,HCL) 6.92
[(GlcN,HCL)-GlcNAc/GleNAc-(GLeN,HCL)], | 6.75

Tableau 10 : évolution du pKa en fonction de la structure et du DP

Le tableau 10 montre également la diminution de la valeur du pKa lorsque le degré

de polymérisation augmente. Il met aussi en évidence l’importance de la structure



tel-00628743, version 1 - 4 Oct 2011

Résultats et discussion 148

du chitodisaccharide. En effet, les deux chitodisaccharides (GlcN,HCl)-GlcNAc et
GlcNAc-(GLeN,HCL) ont les mémes degrés de polymérisation (DP 2) et d’acétylation
(DA 50%). Ils ne different que par l’enchainement des deux unités constitutives et
pourtant leurs pKa ne sont pas identiques : nous observons un pKa de 6.92 lorsque
le motif Dp-glucosamine est en position réductrice contre 7.06 en position non

réductrice.

Enfin, la comparaison des pKa des trois chitodisaccharides (degré de polymérisation
fixe, degré d’acétylation 0 ou 50%) montre que les valeurs des pKa sont modifiées
lorsque le degré d’acétylation change. En effet, la valeur du pKa du
chitodisaccharide de degré d’acétylation 0% a été déterminée a 7.21, tandis que
celles des hétéro-chitodisaccharides sont 7.06 et 6.92 (selon la distribution des
deux groupements constitutifs). L’influence du degré d’acétylation sur le pKa est
confirmée par les différentes valeurs de pKa pour un chitosane de DA 0% (6.43) et
un chitosane de DA 50% (6.75).

Bien qu’une différence montrant que la valeur du pKa semble dépendre du degré
d’acétylation soit observée, aucune tendance ne peut étre déduite. En effet, pour
les chitodisaccharides, la valeur du pKa diminue lorsque le degré d’acétylation
augmente. En revanche, dans le cas du polymeére, la valeur du pKa augmente avec
le degré d’acétylation. Ceci tend a montrer ’intérét de connaitre les valeurs
obtenues pour des oligomeres de degrés de polymérisation supérieurs, afin de

mieux discerner le réle du DP par rapport a celui du DA.

7.5. Conclusion sur la détermination des pK

apparents des chitodisaccharides

L’étude bibliographique sur les activités des chitooligosaccharides avait déja
montré Uinfluence des degrés de polymérisation et d’acétylation sur leur
bioactivité. Nous suggérions que la distribution des deux unités N-acétyl-p-
glucosamine et D-glucosamine était également un paramétre clé.

La détermination des pK apparents des trois chitodisaccharides contenant au moins
une unité D-glucosamine, et possédant une structure et une architecture

parfaitement définies, confirment ce dernier point. Cette étude montre que les
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valeurs des pKa des chitodisaccharides dépendent de leur structure (nombre et
position des unités N-acétyl-p-glucosamine et D-glucosamine). De méme, la
variation du degré de polymérisation entraine une modification de la valeur du
pKa. Il est néanmoins trop tot pour parler de loi de comportement puisque seuls les
chitodisaccharides ont été étudiés. Toutefois, les valeurs obtenues montrent des
différences significatives devant induire des propriétés physicochimiques et par
suite biologiques diverses qu’il faudra confirmer et élargir a aide d’autres

structures de chitooligosaccharides.
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Les chitooligosaccharides possédent d’intéressantes propriétés biologiques :
activités antimicrobienne, antitumorale, élicitrice, antifongique... Ils ont donc un
fort potentiel pour étre exploités dans de nombreux domaines: biomédical,
pharmaceutique, agro-alimentaire, cosmétique...

Afin de développer l’utilisation des chitooligosaccharides dans leurs applications
potentielles, il est nécessaire de connaitre la structure responsable de ’activité
souhaitée. Or, a ce jour, toutes les études réalisées sur des chitooligosaccharides
utilisent des oligomeres possédant un degré de polymérisation moyen. En effet, les
méthodes actuelles de préparation de chitooligosaccharides conduisent
généralement a des mélanges, sans controle de la taille ou de la structure des
composés obtenus. La mise au point d’une nouvelle méthode de préparation de
chitooligosaccharides, permettant d’obtenir des structures parfaitement
controlées, est un outil trés utile a U’établissement d’une relation structure -
activité, et constitue ainsi une grande avancée pour leur exploitation.

Les objectifs de ce travail étaient d’utiliser la synthése chimique
d’oligosaccharides afin de mettre au point une telle méthode. En effet, la synthese
est la voie idéale pour ce type de stratégie puisqu’elle permet de choisir les
composés réagissant entre eux. Ainsi, les parametres comme la taille et la
structure du produit obtenu sont constamment sous controle.

Notre stratégie est basée sur la synthése de quatre monosaccharides jouant le role
de donneurs et accepteurs de N-acétyl-pD-glucosamine et b-glucosamine. Ces quatre
composés sont préparés selon un protocole multi-étapes a partir d’une molécule
commune, le chlorhydrate de p-glucosamine. Les rendements pour la synthése des
accepteurs de b-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine sont respectivement 21% (9
étapes) et 16% (11 étapes). Ensuite, les donneurs de p-glucosamine et N-acétyl-p-
glucosamine sont synthétisés en trois étapes a partir des accepteurs respectifs avec
des rendements de 86% pour le premier et 90% pour le second.

Dans une deuxieme partie, la réaction de couplage entre un de ces donneurs et un
de ces accepteurs permet l'obtention d’un chitodisaccharide de structure définie
et sous forme protégée. Les quatre chitodisaccharides (GlcN)z, (GlcNAc),, (GLlcN-
GlcNAc) et (GIcNAc-GlcN) protégés ont été préparés avec des rendements
respectifs de 70, 90, 81 et 70%.
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Dans la troisieme phase de notre stratégie, les diméres sont déprotégés en quatre
étapes pour conduire aux chitodisaccharides cibles. Les quatre chitodisaccharides
(GlcN)2, (GlcNAc)z, (GLcN-GleNAc) et (GLcNAc-GLcN) ont été obtenus avec des
rendements de déprotection respectifs de 46, 45, 48 et 43%.

Un avantage de notre stratégie repose sur la possibilité de préparer des
chitooligosaccharides de degré de polymérisation supérieur a deux par synthese
convergente. C'est-a-dire que grace aux groupements protecteurs orthogonaux
introduits, les chitodisaccharides protégés ont pu étre transformés en accepteurs
ou donneurs de glycosyle. Les quatre chitodisaccharides (GlcN);, (GlcNAc);, (GlcN-
GlcNAc) et (GLcNAc-GleN) accepteurs de glycosyle ont été préparés en une étape a
partir des chitodisaccharides protégés avec des rendements respectifs de 79, 74, 97
et 70%. A partir des mémes chitodisaccharides, les donneurs de glycosyle (GlcNAc);
et (GlcNAc-GlcN) ont été obtenus aprés une séquence de trois réactions avec des
rendements respectifs de 89 et 48%.

Enfin, une réaction de couplage entre un monosaccharide donneur et un
disaccharide accepteur a conduit au chitotrisaccharide protégé (GlcNAc); avec un

rendement de 67%.

Nous avons donc développé une nouvelle méthode de préparation de
chitooligosaccharides possédant un contréle parfait des degrés de polymérisation et
d’acétylation ainsi que de U’enchainement des deux unités constitutives b-
glucosamine et N-acétyl-pD-glucosamine. Nous avons appliqué cette méthode a la
synthése des quatre chitodisaccharides cibles et montré que ’allongement de la
chaine oligosaccharide est possible.

L’obtention de chitooligosaccharides parfaitement définis est indispensable a
I’établissement d’une relation structure - activité. Afin d’obtenir des informations
concernant une loi de comportement, nous avons exploité les chitodisaccharides
obtenus en étudiant leurs propriétés physico-chimiques, et plus particulierement
en déterminant leur pK apparents. Ces composés portent des sites ionisables en
raison de la présence d’unités D-glucosamine, et une analyse par titration
potentiométrique permet d’obtenir rapidement des premiéres informations
concernant une éventuelle relation entre la structure du chitodisaccharide et son

comportement physico-chimique. En utilisant la méthode de Katchalsky-Spitnik,
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nous avons obtenu des valeurs de pK apparents de 7.21, 7.06 et 6.92
respectivement pour les chitodisaccharides (GlcN,HCl);, (GlcN,HCl)-GlcNAc et
GlcNAc-(GleN,HCL). Cette étude a mis en avant Uinfluence des parametres
structuraux que sont les degrés de polymérisation et d’acétylation mais aussi la
distribution des deux unités constitutives N-acétyl-p-glucosamine et D-glucosamine.
Néanmoins, afin d’établir une relation structure - activité pour les
chitooligosaccharides, notre stratégie de synthése devra étre exploitée afin de
fournir une chimiotheque de composés. La détermination du pKa de ces nouveaux
composés, alliée a des études biologiques, devrait permettre de définir une
relation structure - activité. L’objectif d’une telle relation est, dans un premier
temps, de pouvoir cibler les structures responsables de |’activité biologique
recherchée. Puis, une fois les structures cibles définies, la synthese pourra étre

orientée de facon a obtenir le composé voulu de facon rapide et efficace.
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1.Généralités
Les solvants utilisés pour les réactions sont anhydres. Pour les réactions ou ’eau
est a proscrire, les solvants ont en plus été préalablement distillés. L’ensemble des
solvants et réactifs a été acheté chez Aldrich et Acros.
Les réactions ont été suivies par chromatographies sur couche mince en utilisant un
gel de silice déposé sur plagque d’aluminium (SDS Carlo Erba, support : aluminium,
adsorbant : gel de silice 60F354 60.15 pm). La solution de révélateur a été
préparée au laboratoire et est constituée d’éthanol et de 7% volumique d’acide
sulfurique.
Les purifications par chromatographie sur colonne de gel de silice ont été réalisées
en utilisant de la silice SDS Carlo Erba 60 A C-C 70-200 pm Chromagel.
Lors des extractions, les phases organiques ont été séchées sur du sulfate de
magnésium anhydre.
L’identification et la caractérisation des produits ont été effectuées par
spectroscopie RMN sur des spectrometres haute résolution liquide Briiker (ALS 300
MHz, DRX 300 MHz, DRX 500 MHz) en prenant le tétraméthylsilane comme
référence de calibration. Environ 5 a 10 mg de produit ont été dissous dans un tube
RMN puis 1.5 mL de solvant deutéré a été ajouté.
Les pouvoirs rotatoires ont été déterminés a ’aide d’un polarimetre Perkin Elmer
241 a 25°C et a une longueur d’onde de 589 nm. Pour effectuer l’analyse, 20 mg de
produit ont été placés dans une fiole jaugée de 2 mL. Puis le solvant a été ajouté
jusqu’au trait de jauge et la solution obtenue a été placée dans la cellule de
mesure.
Les spectres de masse exacte haute résolution ont été faits par le service central
d’analyse du CNRS a Vernaison (69). Les analyses MALDI-Tof ont été réalisées sur un
appareil Perspective Voyager DE STR. Les analyses Haute Résolution ont quant a
elles été effectuées a aide d’un appareil ZAB2-SEQ. Enfin, les analyses

ElectroSpray ont été obtenues grace a un appareil Micromasse LCT.

Les titrations potentiométriques ont été effectuées dans une cellule thermostatée
a 25°C sous agitation magnétique en utilisant un titrimétre automatique TIM 865

Titration Manager Titralab® de Radiometer Analytical équipé d’une électrode de pH
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combinée Ag/AgCl pHC3006 du méme fabricant et par ajout d’une solution de
soude a 0.1 M comme agent titrant.

Une solution de KClO4 (250 mL) possédant une force ionique de 0.1 M a tout
d’abord été préparée en dissolvant le sel (3.46 g, 24.98 mmol) dans une fiole
jaugée de 250 mL. De l’eau distillée a été ajoutée jusqu’au trait de jauge.

Le chlorhydrate de p-glucosamine (1.62 mg, 7.5 pmol) a ensuite été dissous dans la
solution de KClO4 (15 mL).

De méme, les chitodisaccharides GlcN,HCL-GlcNAc (3.14 mg, 7.5 pmol), GlcNAc-
GlcN,HCl (3.14 g, 7.5 pmol) et (GlcN,HCl); (1.55 mg, 3.75 pmol) ont été dissous
dans la solution de KClO4 (15 mL).

Pour chaque analyse, 5 mL de solution sont prélevés puis la soude a 0.1 M est

ajoutée et le pH est mesuré pour chaque ajout de solution titrante.
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2.Description

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-1-O-

trichloroacétimidoyl-a-b-glucopyranose (58)

BnO
AcO Q
BnO
TCAHN 0 CCly
NH
58

Un mélange a 0°C d’acide acétique (0.14 mL, 2.43 mmol, 1.2 éq) et de BuyNF.3H,0
(0.76 g, 2.41 mmol, 1.2 éq) dans du THF anhydre (10 mL) est ajouté a une solution
a 0°C du composé 58a (1.32 g, 2.00 mmol) dissous dans du THF anhydre (10 mL).
Le milieu est agité 3 h de 0°C a température ambiante puis le solvant est évaporé
sous pression réduite. Le résidu est dilué avec AcOEt puis la phase organique est
lavée avec de l'eau et de la saumure avant d’étre séchée et concentrée. Un
mélange de ’hémiacétal obtenu, de CCl3CN (2.0 mL, 19.94 mmol, 10 éq) et de DBU
(75 pL, 0.50 mmol, 0.25 éq) dans le DCM anhydre (10 mL) est agité pendant 5 h a
température ambiante puis concentré sans étre chauffé. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 60/40 + triéthylamine)
pour donner le composé 58 sous la forme d’une huile jaune (1.30 g, 94%).

[alo = +70.0 (c = 0.72, CHCL;).

Rf 0.43 (Heptane/AcOEt : 60/40 + Et;3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 8.77 (s, 1H, NH imidate) ; 7.35-7.27 (m, 10H,
2Ph) ; 6.60 (d, 1H, Jnu = 8.5 Hz, NH) ; 6.47 (d, 1H, J;, = 3.4 Hz, H-1); 5.38 (dd,
1H, Jas = 9.6 Hz, J3.4 = 9.6 Hz, H-4) ; 4.65 (m, 2H, CH:Ph) ; 4.51 (m, 2H, CH;Ph) ;
4.46 (m, 1H, H-2) ; 4.06 (m, 1H, H-5) ; 4.03 (m, 1H, H-3) ; 3.60 (dd, 1H, Js¢a = 3.3
Hz, Jea6p = 10.8 Hz, H-6a) ; 3.56 (dd, 1H, Js ¢, = 4.2 Hz, H-6b) ; 1.96 (s, 3H, CH3CO).
RMN *3C (CDCl3, 75 MHz) : & (ppm) 169.4 (CO, Ac) ; 161.8 (COCCls) ; 160.0 (C=NH) ;
137.6, 137.0 (C aromatiques) ; 128.8-127.9 (CH aromatiques) ; 94.4 (C-1) ; 92.1
(CCls trichloroacétamido) ; 90.8 (CCl; imidate) ; 76.0 (C-3); 73.7, 73.0 (2CH,Ph) ;
72.2 (C-5) ; 70.0 (C-4) ; 68.5 (C-6) ; 53.5 (C-2) ; 20.9 (CH5CO).

ES+MS : (m/z) 530 [M-CCI;CONH]".
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Analyse élémentaire : Calc. pour CaH2ClgN,O; : C 45.18, H 3.79, N 5.05, trouvé :
C 45.09, H 3.84, N 4.12.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-

trichloroacétamido-B-p-glucopyranose (58a)

BnO 0
ACI%O OTBDMS
NHTCA
58a

Le composé 60 (1.30 g, 2.10 mmol) est dissous dans la pyridine (20 mL) et une
pointe de spatule de DMAP est ajoutée. Le milieu est refroidi a 0°C puis de
’anhydride acétique (0.40 mL, 4.20 mmol, 2 éq) est additionné goutte a goutte.
Apres 1 h 30 de réaction de 0°C a température ambiante, le mélange est concentré
sous pression réduite puis le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel
de silice (Heptane/AcOEt : 70/30) et conduit au composé 58a sous la forme d’un
solide blanc (1.32 g, 95%).

[alp = +4.3 (c = 0.79, CHCL3) ; lit. +9.0 (CH,Cl;) [248].

Rf 0.50 (Heptane/AcOEt : 60/40).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.34-7.21 (m, 10H, 2Ph); 6.96 (d, 1H, Jou =
7.5 Hz, NH) ; 5.06 (d, 1H, J1, = 7.7 Hz, H-1) ; 4.92 (dd, 1H, J45 = 9.8 Hz, J3 4 = 8.9
Hz, H-4) ; 4.60 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.52 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.29 (dd, 1H, J;3 = 10.5 Hz,
H-3) ; 3.67 (m, 1H, Js ¢, = 4.8 Hz, Js56a = 4.8 Hz, H-5) ; 3.55 (d, 2H, Jea,ep < 0.5 Hz,
H-6a, H-6b) ; 3.44 (m, 1H, H-2) ; 1.87 (s, 3H, CH3CO) ; 0.89 (s, 9H, (CH3);CSi) ; 0.14
(s, 3H, CHs;Si) ; 0.11 (s, 3H, CHsSi).

RMN *3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) 169.9 (CO, Ac) ; 161.8 (COCCls) ; 138.0, 137.7
(C aromatiques) ; 128.6-127.8 (CH aromatiques) ; 94.1 (C-1) ; 92.5 (CCl3) ; 77.1 (C-
3); 74.1, 73.6 (2CH,Ph) ; 73.4 (C-5) ; 71.7 (C-4) ; 69.8 (C-6); 60.9 (C-2) ; 25.7
((CHs)3CSi) ; 21.0 (CH3CO) ; 17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.0 (CHsSi) ; -5.1 (CHsSi).

SM MALDI-Tof : (m/z) 682 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour C3oH4CI3NOsSi : C 54.50, H 5.97, N 2.13, trouvé :
C 54.09, H 6.08, N 2.16.
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4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-1-0-

trichloroacétimidoyl-a-b-glucopyranose (59)

BnO
AcO Q

BnO
ZHN

O—_~CCly

NH

59

Une solution a 0°C de BuyNF.3H;0 (1.13 g, 3.58 mmol, 1.2 éq) et d’acide acétique
(0.21 mL, 3.64 mmol, 1.2 éq) dans du THF anhydre (15 mL) est préparée. Ce
mélange est ensuite ajouté a une solution a 0°C du composé 59a (1.94 g, 2.99
mmol) dans du THF anhydre (15 mL). L’ensemble est agité pendant 5 h de 0°C a
température ambiante. Le mélange est ensuite concentré, dilué avec AcOEt, lavé
avec de la saumure, séché puis concentré. Un mélange de ’hémiacétal obtenu, de
CCI3CN (3.00 mL, 29.92 mmol, 10 éq) et de DBU (0.11 mL, 0.74 mmol, 0.25 éq)
dans du DCM anhydre (30 mL) est agité pendant 5 h a température ambiante puis
concentré sans étre chauffé. Le résidu est purifié a ’aide d’une chromatographie
liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 70/30 + triéthylamine) pour donner le
composé 59 sous la forme d’une huile jaune (1.93 g, 95%).

[a]o = +64.4 (c = 0.675, CHCL3).

Rf 0.39 (Heptane/AcOEt : 70/30 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 8.69 (s, 1H, NH imidate) ; 7.35-7.19 (m, 15H,
3Ph); 6.37 (d, 1H, J12= 3.2 Hz, H-1) ; 5.31 (dd, 1H, J45= 9.7 Hz, J; 4= 9.7 Hz, H-
4) ; 5.07 (m, 3H, CH;0, NH) ; 4.67-4.45 (m, 4H, 2CH;Ph) ; 4.26 (m, 1H, H-2) ; 4.02
(M, 1H, Js.60 = 6.8 Hz, Js.6a = 6.8 Hz, H-5) ; 3.83 (t, 1H, H-3) ; 3.55 (m, 2H, H-6a, H-
6b) ; 1.93 (s, 3H, CHsCO).

RMN C (CDCl;, 75 MHz): & (ppm) 169.4 (CO, Ac); 160.2 (C=NH); 155.7
(CO,CH,Ph) ; 138.0, 137.7, 136.2 (C aromatiques) ; 128.5-127.7 (CH aromatiques) ;
95.7 (C-1) ; 91.0 (CCl5) ; 76.4 (C-3) ; 73.5, 73.0 (2CH,Ph) ; 72.0 (C-5) ; 70.2 (C-4) ;
68.7 (C-6) ; 66.8 (CH,0) ; 53.5 (C-2) ; 20.9 (CHsCO).

ES+MS : (m/z) 518 [M-CCL3;CONH]".
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Analyse élémentaire : Calc. pour C3;H33CI3N,0s : C 56.52, H 4.89, N 2.06, trouvé :
C56.64, H4.92, N 2.01.

4-0-Aceétyl-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-
butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-glucopyranose (59a)

BnO 0
ACéjno OTBDMS

NHZ

59a

Le composé 61 (2.00 g, 3.29 mmol) est dissous dans la pyridine (30 mL) et une
pointe de spatule de DMAP est ajoutée. Le milieu est refroidi a 0°C puis de
’anhydride acétique (0.62 mL, 6.58 mmol, 2 éq) est additionné goutte a goutte.
Apres 45 minutes de réaction de 0°C a température ambiante, le mélange est
concentré sous pression réduite et le résidu est cristallisé dans un mélange
AcOEt/Heptane pour donner le composé 59a sous la forme de cristaux blancs (1.94
g, 91%).

[alp = +6.0 (c = 0.965, CHCLls).

Rf 0.52 (Heptane/AcOEt : 70/30).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.37-7.16 (m, 15H, 3Ph) ; 5.06-4.97 (m, 5H, H-
4, H-1, CH,0, NH) ; 4.55 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.51 (s, 2H, CH,Ph) ; 4.05 (m, 1H, H-3) ;
3.60 (m, 1H, Js ¢p = 4.5 Hz, J5 62 = 4.8 Hz, H-5) ; 3.53 (d, 2H, Jea,eb < 0.5 Hz, H-6a, H-
6b) ; 3.25 (m, 1H, H-2); 1.87 (s, 3H, CH3CO) ; 0.87 (s, 9H, (CH3);CSi) ; 0.11 (s, 3H,
CHsSi) ; 0.07 (s, 3H, CHsSi).

RMN "C (CDCls, 1265 MHz) : & (ppm) 169.9 (CO, Ac); 155.7 (CO.CH,Ph) ; 138.1,
136.4, 134.2 (C aromatiques) ; 128.6-127.6 (CH aromatiques) ; 95.0 (C-1) ; 77.9 (C-
3); 73.7, 73.6 (2CH,Ph) ; 73.4 (C-5) ; 71.8 (C-4) ; 70.0 (C-6) ; 66.8 (CH;0) ; 59.9 (C-
2) ; 25.7 ((CH3)3CSi) ; 21.0 (CH3CO) ; 18.0 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CHsSi) ; -5.2 (CH5Si).
ES+MS : (m/z) 672 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour C3sH4NOsSi : C 66.54, H 7.29, N 2.16, trouvé : C
66.65, H7.42, N 2.21.
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3,6-Di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-p-
glucopyranose (60)

BnO
HO Q
BnO OTBDMS
NHTCA
60

Un mélange constitué du composé 69 (2.38 g, 3.86 mmol), de tamis moléculaire 3
A et de triéthylsilane (9.35 mL, 57.88 mmol, 15 éq) dans du DCM anhydre (30 mL)
est refroidi a -10°C. De U’acide trifluoroacétique (4.30 mL, 57.90 mmol, 15 éq) est
ajouté et le mélange est agité pendant 1 h a -10°C. Le tamis moléculaire est filtré
sur Célite® et la phase organique est lavée avec de l’eau puis par une solution
saturée en NaHCOs; avant d’étre séchée et concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 70/30) pour donner le
composé 60 sous la forme d’une poudre blanche (2.00 g, 84%).

[alpo = -13.2 (c = 1.08, CHCL;) ; lit. -13.4 (CH,Cl;) [248].

Rf 0.14 (Heptane/AcOEt : 70/30).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.35-7.24 (m, 10H, 2Ph); 6.98 (d, 1H, Jou =
8.1 Hz, NH) ; 5.02 (d, 1H, J1; = 7.9 Hz, H-1) ; 4.75 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.56 (m, 2H,
CH,Ph) ; 3.92 (dd, 1H, J3 4 = 8.5 Hz, J; 3 = 10.5 Hz, H-3) ; 3.71-3.64 (m, 3H, H-4, H-
6a, H-6b); 3.58-3.48 (m, 2H, H-5, H-2); 2.95 (s, 1H, OH-4); 0.88 (s, 9H,
(CH3)3CSi) ; 0.12 (s, 3H, CHsSi) ; 0.09 (s, 3H, CHsSi).

RMN '3C (CDCls, 125 MHz) : 6 (ppm) 161.8 (COCCL3) ; 138.2, 137.8 (C aromatiques) ;
128.7-127.8 (CH aromatiques) ; 94.7 (C-1) ; 92.6 (CCl3) ; 79.6 (C-3); 74.6, 73.9
(2CH,Ph) ; 73.7 (C-5) ; 73.6 (C-4) ; 70.8 (C-6) ; 60.4 (C-2) ; 25.8 ((CH3);CSi) ; 18.0
((CH3)3CSi) ; -4.0 (CHsSi) ; -5.0 (CHsSi).

SM MALDI-Tof : (m/z) 642 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CogH3sCI3NOgSi : C 54.33, H 6.19, N 2.26, trouvé :
C 54.53, H6.21, N 2.16.
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3,6-Di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-

désoxy-B-D-glucopyranose (61)

BnO
HO Q
BnO OTBDMS

NHZ

61

Un mélange comprenant le composé 65 (9.92 g, 16.39 mmol), du tamis moléculaire
3 A activé et du triéthylsilane (39.21 mL, 245.86 mmol, 15 éq) dans du DCM
anhydre (75 mL) est refroidi a -10°C. De l’acide trifluoroacétique (18.94 mL,
245.89 mmol, 15 éq) est ajouté goutte a goutte et le mélange est agité 1 ha -10°C.
Le tamis moléculaire est filtré sur Célite®. La phase organique est lavée avec de
l’eau, puis par une solution saturée en NaHCOs, avant d’étre séchée et concentrée.
Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt :
70/30) pour donner le composé 61 sous la forme d’une huile incolore (7.46 g, 75%).
[alo = +12.0 (c = 1.0, CHCL;).

Rf 0.18 (Heptane/AcOEt : 70/30).

RMN "H (CDCl;, 300 MHz) : & (ppm) 7.41-7.25 (m, 15H, 3Ph); 5.08 (m, 2H, H-1,
NH) ; 4.88 (m, 2H, CH,0) ; 4.71 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.57 (m, 2H, CH,Ph) ; 3.81 (m,
1H, H-3) ; 3.72 (d, 2H, Jea,eb = 4.9 Hz, H-6a, H-6b) ; 3.66 (dd, 1H, Js5=9.9 Hz, J3 4=
8.5 Hz, H-4) ; 3.45 (m, 2H, H-5, H-2) ; 2.95 (s, 1H, OH-4) ; 0.86 (s, 9H, (CH3);CSi) ;
0.08 (s, 3H, CH5Si) ; 0.05 (s, 3H, CH5Si).

RMN '3C (CDCls, 75 MHz): & (ppm) 155.8 (CO,CH,Ph); 138.5, 136.5, 134.6 (C
aromatiques) ; 128.6-127.7 (CH aromatiques) ; 95.6 (C-1) ; 80.5 (C-3) ; 74.1, 73.8
(2CH,Ph) ; 73.7 (C-5) ; 73.0 (C-4) ; 70.8 (C-6); 66.8 (CH,0) ; 59.4 (C-2) ; 25.7
((CH3)3CSi) ; 18.0 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CH:Si) ; -5.2 (CH5Si).

ES+MS : (m/z) 630 [M+Na]" ; 608 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour C34H4sNO;Si : C 67.19, H 7.46, N 2.30, trouvé : C
66.96, H7.57, N 2.35.
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1,3,4,6-Tétra-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-a-D-glucopyranose
(62)

AcO

AcO Q
AcO

ZHN 5ac
62

Le chlorhydrate de D-glucosamine (21.56 g, 0.10 mol) est dissous dans un ballon
tricol contenant de l’eau (500 mL). La solution est agitée mécaniquement et
refroidie a 0°C avant l’ajout de NaHCO; (37.80 g, 0.45 mol, 4.5 éq). Le milieu est
laissé sous agitation mécanique 30 min a 0°C puis une solution de chloroformate de
benzyle (44.30 mL, 0.31 mol, 3.1 éq) dans de ’acétone (300 mL) est additionnée
goutte a goutte. Aprés 15 min a 0°C, le précipité formé est filtré et lavé par de
l’éther froid puis séché sous vide. Le solide est ensuite dissous dans la pyridine (90
mL) et une pointe de spatule de DMAP est ajoutée. Le milieu est refroidi a 0°C puis
de ’anhydride acétique (75 mL, 0.80 mol, 8 éq) est additionné goutte a goutte.
Apres 4 h de réaction de 0°C a température ambiante, le milieu est versé dans un
bécher contenant de la glace pilée (250 mL) puis extrait avec du DCM et lavé par
une solution saturée en NaHCOs. La phase organique est séchée et concentrée puis
une purification par chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt :
60/40) conduit au composé 62 sous la forme d’une huile jaune (36.09 g, 75%).

[alo = +73.0 (c = 1.0, CHCL;) ; lit. +75.3 (pyridine) [267].

Rf 0.44 (Heptane/AcOEt : 45/55).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : 6 (ppm) 7.36-7.33 (m, 5H, Ph) ; 6.21 (d, 1H, J;, = 3.6
Hz, H-1) ; 5.27-4.96 (m, 5H, NH, H-3, H-4, CH,0) ; 4.30-3.98 (m, 4H, H-2, H-5, H-
6a, H-6b) ; 2.16 (s, 3H, CH3CO) ; 2.09 (s, 3H, CH3CO) ; 2.03 (s, 3H, CH3;CO) ; 1.92 (s,
3H, CH;CO).

RMN '3C (CDCl;, 125 MHz) : 8 (ppm) 171.2 (CO, Ac) ; 170.6 (CO, Ac) ; 169.3 (CO,
Ac) ; 168.6 (CO, Ac) ; 155.5 (CO,CH,Ph) ; 135.9 (C aromatique) ; 128.5, 128.2 (CH
aromatiques) ; 90.8 (C-1) ; 72.2 (C-3) ; 70.6 (C-5) ; 69.7 (C-4) ; 67.3 (CH;0) ; 61.6
(C-6) ; 52.8 (C-2) ; 20.9 (CH3CO) ; 20.6 (CHsCO) ; 20.5 (CH5CO) ; 20.4 (CH3CO).
SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour C2;H;7NO1 [M+Na]" 504.1480 ; trouvé 504.1482.
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3,4,6-Tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-
désoxy-B-D-glucopyranose (63)

AcO 0
Ao OTBDMS
NHZ
63

L’acétate d’hydrazine (8.40 g, 91.30 mmol, 1.6 éq) est ajouté a une solution du
composé 62 (27.46 g, 57.09 mmol) dans du DMF anhydre (120 mL). Le mélange est
agité pendant 2 h a température ambiante puis dilué avec de l’eau. La phase
aqueuse est ensuite extraite par AcOEt. La phase organique récupérée est séchée
et concentrée sous pression réduite pour conduire a ’hémiacétal.

Ensuite, un mélange contenant l’hémiacétal, de l'imidazole (9.72 g, 142.77 mmol,
2.5 éq) et du chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (12.90 g, 85.59 mmol, 1.5 éq)
dans du DMF anhydre (120 mL) est agité pendant une nuit a température ambiante.
L’excés de chlorure est détruit par I’ajout de méthanol, puis le milieu est dilué
avec de ’eau avant d’étre extrait par AcOEt et lavé par de la saumure. La phase
organique est séchée et concentrée. Le produit est purifié a ’aide d’une
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 40/60) pour donner le
composé 63 sous la forme d’une poudre blanche (32.66 g, 69%).

[alo = +9.4 (c = 0.985, CHCL3) ; lit. +9.9 (CHCLs) [243].

Rf 0.16 (Heptane/AcOEt : 50/50).

RMN "H (CDCLs, 300 MHz) : & (ppm) 7.39-7.29 (m, 5H, Ph) ; 5.21 (m, 1H, NH) ; 5.07-
5.01 (m, 3H, H-3, H-4, H-1) ; 4.98 (m, 2H, CH;0) ; 4.19 (dd, 1H, Js.¢» = 5.8 Hz, Jea b
= 12.1 Hz, H-6b) ; 4.11 (dd, 1H, Js¢a = 2.6 Hz, H-6a) ; 3.68 (m, 1H, H-2) ; 3.57 (m,
1H, H-5) ; 2.07 (s, 3H, CH;CO) ; 2.02 (s, 3H, CH3CO) ; 1.97 (s, 3H, CH3CO) ; 0.86 (s,
9H, (CHs);CSi) ; 0.09 (s, 3H, CH;Si) ; 0.06 (s, 3H, CHsSi).

RMN "3C (CDCl3, 75 MHz) : 6 (ppm) 170.9 (CO, Ac) ; 170.8 (CO, Ac) ; 169.6 (CO, Ac)
; 155.8 (CO,CH,Ph) ; 136.3 (C aromatique) ; 128.5, 128.2 (CH aromatiques) ; 96.3
(C-1) ; 72.1 (C-3) ; 71.8 (C-5) ; 69.2 (C-4) ; 66.9 (CH0) ; 62.6 (C-6) ; 58.1 (C-2) ;
25.6 ((CHs)5CSi) ; 20.8 (CH5CO) ; 20.8 (CH3CO) ; 20.7 (CH3CO) ; 18.0 ((CH3)3CSi) ; -
4.2 (CH;Si) ; -5.2 (CHsSi).

SM MALDI-Tof : (m/z) 576 [M+Na]".
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Analyse élémentaire : Calc. pour C2¢H39NO10Si : C 56.40, H 7.09, N 2.54, trouvé : C
56.03, H 7.05, N 2.89.

4,6-0-Benzylidéne-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-
désoxy-B-D-glucopyranose (64)

Ph/voﬁ/o
HOWOTBDMS

NHZ

64

Une suspension du composé 63 (20.37 g, 36.82 mmol) dans le méthanol (200 mL)
est traitée pendant 1 h de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 0.25g,
10.87 mmol, 0.3 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine
Amberlite IR-120 (H"), filtrée et concentrée, pour donner le triol correspondant. De
’acide camphosulfonique (0.34 g, 1.46 mmol, 0.04 éq) est ajouté a une solution
contenant le triol et du 2,2-diméthoxybenzaldéhyde (8.3 mL, 55.30 mmol, 1.5 éq)
dans de l’acétonitrile (150 mL). La solution est agitée pendant 5 h a température
ambiante puis le milieu est neutralisé par l’ajout de triéthylamine. Le solvant est
évaporé sous pression réduite. Une purification par chromatographie liquide sur gel
de silice (Heptane/AcOEt : 60/40 + triéthylamine) permet d’obtenir le composé 64
sous la forme d’une poudre blanche (16.93 g, 89%).

[alp = -32.1 (c = 0.77, CHCL;).

Rf 0.60 (Heptane/AcOEt : 50/50 + Et3N).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.51-7.32 (m, 10H, 2Ph) ; 5.50 (s, 1H, PhCH) ;
5.08 (m, 2H, CH;0) ; 4.99 (d, 1H, J2nu= 7.5 Hz, NH) ; 4.83 (m, 1H, H-1) ; 4.27 (dd,
1H, Js6b = 4.9 Hz, Jeb,ea = 10.4 Hz, H-6b) ; 4.04 (m, 1H, H-3); 3.75 (dd, 1H, Js¢a =
10.2 Hz, H-6a) ; 3.54 (dd, 1H, J45=9.2 Hz, J; 4= 9.1 Hz, H-4) ; 3.46 (m, 1H, H-5) ;
3.34 (m, 1H, H-2) ; 3.18 (s, 1H, OH-3) ; 0.87 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 0.09 (s, 3H, CHsSi) ;
0.06 (s, 3H, CHsSi).

RMN 'C (CDCl;, 75 MHz): & (ppm) 156.5 (CO,CH,Ph); 137.2, 136.2 (C
aromatiques) ; 129.3-126.5 (CH aromatiques) ; 100.7 (CHPh) ; 96.3 (C-1) ; 81.5 (C-
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4) ; 70.9 (C-3) ; 68.7 (C-6) ; 67.1 (CH;0) ; 66.3 (C-5) ; 60.8 (C-2) ; 25.6 ((CH3);CSi) ;
17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CHsSi) ; -5.2 (CHsSi).

SM MALDI-Tof : (m/z) 538 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour C;7H37NO;Si : C 62.89, H 7.23, N 2.73, trouvé : C
62.56, H 7.33, N 2.71.

3-O-Benzyl-4,6-0O-benzylidéne-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-
butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-glucopyranose (65)

Ph/voﬁ/o
BnOWOTBDMS

NHZ

65

Une solution du composé 64 (11.97 g, 23.23 mmol) dans du DMF anhydre (100 mL)
est agitée pendant 24 h a température ambiante en présence d’oxyde de baryum
(14.24 g, 92.89 mmol, 4 éq), d’hydroxyde de baryum octahydraté (3.66 g, 11.60
mmol, 0.5 éq) et de bromure de benzyle (3.59 mL, 30.19 mmol, 1.3 éq). L’exces de
bromure est ensuite détruit par ’addition de méthanol a 0°C. Aprés 30 min
d’agitation, le milieu est dilué avec du DCM puis la phase organique est
successivement lavée avec une solution a 20% d’acide acétique et de la saumure
avant d’étre séchée et concentrée. Une chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 80/20 + triéthylamine) permet d’obtenir le composé 65 sous la
forme d’une huile jaune (9.72 g, 69%).

[alp = +2.1 (c = 1.02, CHCl;).

Rf 0.54 (Heptane/AcOEt : 75/25 + Et3N).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.53-7.28 (m, 15H, 3Ph); 5.55 (s, 1H, PhCH) ;
5.15-5.05 (m, 4H, H-1, CH;0, NH) ; 4.74 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.29 (dd, 1H, Js5¢, = 4.9
Hz, Jeb.ea = 10.5 Hz, H-6b) ; 4.08 (m, 1H, H-3) ; 3.79 (dd, 1H, Jsea = 10.2 Hz, H-6a) ;
3.71 (dd, 1H, Jas= 9.4 Hz, J34= 9.2 Hz, H-4) ; 3.47 (m, 1H, H-5) ; 3.22 (m, 1H, H-
2) ; 0.86 (s, 9H, (CH3)sCSi) ; 0.07 (s, 3H, CH3Si) ; 0.04 (s, 3H, CHsSi).

RMN 'C (CDCls, 75 MHz) : & (ppm) 155.7 (CO.CH,Ph); 138.4, 136.5, 134.7 (C
aromatiques) ; 129.0-126.1 (CH aromatiques) ; 101.3 (CHPh) ; 95.9 (C-1); 82.7 (C-
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4) ; 76.5 (C-3) ; 74.4 (CH;Ph) ; 68.9 (C-6) ; 66.7 (CH,0) ; 66.1 (C-5) ; 60.2 (C-2) ;
25.6 ((CHs)3CSi) ; 18.0 ((CH3)3CSi) ; -4.2 (CH5Si) ; -5.2 (CHsSi).

ES+MS : (m/z) 628 [M+Na]" ; 606 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour C34H4NO;Si : C 67.41, H7.15, N 2.32, trouvé : C
67.19, H7.36, N 2.26.

1,3,4,6-Tétra-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-D-glucopyranose (66)

AcO
AcO Q
AcO OAc
TCAHN
66

Le précipité 66b (14.97 g, 39.01 mmol) est suspendu dans le DCM (120 mL) et le
milieu est refroidi a 0°C avant l’ajout de triéthylamine (7.58 mL, 54.60 mmol, 1.4
€q). Apres 20 min sous agitation a 0°C le solide est totalement dissous et CCl3COCL
(5.44 mL, 48.74 mmol, 1.25 éq) est additionné goutte a goutte. Le mélange est
agité 15 min a 0°C puis 1 h a température ambiante. Aprés ajout de méthanol, la
phase organique est lavée par de ’eau, puis par une solution saturée en NaHCOs3,
avant d’étre séchée et concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie
liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 60/40) pour donner le composé 66 sous
la forme d’une poudre blanche (14.41 g, 75%).

[alo = +10.1 (c = 1.03, CHCl3) ; lit. +4.0 (CHCL3) [227], +7.0 (CHCL;) [268], +0.5
(CHCLs) [269].

Rf 0.62 (AcOEt).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.16 (d, 1H, Jonu = 9.4 Hz, NH) ; 5.82 (d, 1H,
Ji2 = 8.7 Hz, H-1) ; 5.41 (t, 1H, H-3) ; 5.16 (t, 1H, H-4) ; 4.38-3.87 (m, 4H, H-2, H-
6a, H-6b, H-5); 2.12 (s, 3H, CH3CO) ; 2.10 (s, 3H, CH;CO) ; 2.08 (s, 3H, CH;CO);
2.06 (s, 3H, CH;CO).

RMN "3C (CDCl3, 125 MHz) : 6 (ppm) 171.5 (CO, Ac); 170.6 (CO, Ac) ; 169.3 (CO,
Ac) ; 169.3 (CO, Ac) ; 162.3 (CONH) ; 92.2 (C-1) ; 91.0 (CCl5) ; 73.1 (C-3) ; 71.9 (C-
5) ; 67.9 (C-4) ; 61.7 (C-6) ; 54.4 (C-2) ; 20.8 (CH5CO) ; 20.7 (CH5CO) ; 20.5 (CH5CO)
; 20.5 (CH3CO).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour C1¢H20Cl3NO1 [M+Na]" 514.0050 ; trouvé : 514.0062.
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1,3,4,6-Tétra-O-acétyl-2-désoxy-2-[ p-méthoxybenzylidéne(amino)]-B-b-

glucopyranose (66a)

AcO
0
AcO
Aco OAc
N
HC
OMe
66a

Le chlorhydrate de Dp-glucosamine (12.21 g, 56.62 mmol) est dissous dans une
solution de soude 1 M (250 mL) puis le p-anisaldéhyde (8.25 mL, 67.93 mmol, 1.2
€q) est additionné en trois fois. Le milieu est agité mécaniquement pendant 15 min
a température ambiante puis 20 min a 0°C. Le précipité blanc obtenu est filtré et
successivement lavé par de l’eau glacée, de l’éthanol froid et de U’éther froid. Le
produit est ensuite dissous dans la pyridine (50 mL) et une pointe de spatule de
DMAP est ajoutée. Le milieu est refroidi a 0°C puis de l’anhydride acétique (43 mL,
0.45 mol, 8 éq) est additionné goutte a goutte. Apres 1 h 30 de réaction de 0°C a
température ambiante, le milieu réactionnel est versé sur de la glace pilée (250
mL), ce qui entraine ’apparition du composé 66a sous la forme d’un précipité
blanc. Ce dernier est filtré et purifié par une recristallisation dans [’éthanol (18.96
g, 72%).

[alo = +98.3 (c = 0.995, CHCLs) ; lit. +98.6 (CHCls) [250].

Rf 0.70 (AcOEt).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) : & (ppm) 8.12 (s, 1H, CH imine); 7.62 (d, 2H, 2CH
aromatiques) ; 6.88 (d, 2H, 2CH aromatiques) ; 5.91 (d, 1H, Ji, = 8.3 Hz, H-1);
5.39 (t, 1H, H-3) ; 5.11 (t, 1H, H-4) ; 4.35 (dd, 1H, Js v = 4.5 Hz, Jeasp = 7.9 Hz, H-
6b) ; 4.10 (dd, 1H, Js¢a = 1.9 Hz, H-6a); 3.97-3.91 (m, 1H, H-5); 3.81 (s, 3H,
OCHs) ; 3.42 (t, 1H, H-2) ; 2.06 (s, 3H, CH;CO) ; 2.00 (s, 3H, CH;CO) ; 1.99 (s, 3H,
CHsCO) ; 1.85 (s, 3H, CHsCO).
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RMN "3C (CDCls, 75 MHz) : & (ppm) 170.6 (CO, Ac) ; 169.9 (CO, Ac) ; 169.5 (CO, Ac)
; 168.7 (CO, Ac) ; 164.2, 162.3 (C aromatiques) ; 130.2 (CH aromatiques) ; 128.3
(CH imine) ; 114.0 (CH aromatiques) ; 93.2 (C-1) ; 73.2 (C-3) ; 72.9 (C-2) ; 72.8 (C-
5) ; 68.0 (C-4) ; 61.8 (C-6) ; 55.4 (OCHs); 20.8 (CHsCO) ; 20.7 (CHsCO) ; 20.7
(CH3CO) ; 20.5 (CH3CO).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Cy2H7NO1o [M+H]" 466.1713 ; trouvé 466.1699.

Chlorhydrate de 1,3,4,6-Tétra-O-acétyl-2-amino-2-désoxy-B-D-glucopyranose
(66Db)

AcO
AcO Q
AcO OAc
CIH3N
66b

Le produit 66a (18.96 g, 40.77 mmol) est suspendu dans de [’acétone (70 mL) dans
un ballon tricol muni d’un réfrigérant. Le milieu est agité mécaniquement et
chauffé a reflux jusqu’a dissolution du précipité. Le chauffage est alors arrété et
une solution de HCl 5.5 M (8.1 mL, 44.55 mmol, 1.1 éq) est ajoutée. Le précipité
obtenu est filtré apres refroidissement et lavé avec de U’éther pour donner le
composé 66b sous la forme d’une poudre blanche (14.97 g, 96%).

[alo = +30.3 (c = 1.0, MeOH) ; lit. +32.0 (MeOH) [252].

Rf 0.31 (Heptane/AcOEt : 50/50).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 5.89 (d, 1H, J;, = 8.8 Hz, H-1) ; 5.38 (t, 1H, H-
3); 5.09 (t, 1H, H-4) ; 4.30 (dd, 1H, Js ¢ = 4.5 Hz, Jea6p = 8.1 Hz, H-6b) ; 4.11 (dd,
1H, Jsea = 2.2 Hz, H-6a) ; 4.06-4.00 (m, 1H, H-5) ; 3.64 (t, 1H, H-2) ; 2.20 (s, 3H,
CH3CO) ; 2.10 (s, 3H, CH;CO) ; 2.04 (s, 3H, CH3CO) ; 2.03 (s, 3H, CH;CO).

RMN *3C (CDCl3, 75 MHz) : & (ppm) 176.1 (CO, Ac) ; 176.0 (CO, Ac) ; 175.8 (CO, Ac)
: 175.6 (CO, Ac) ; 92.8 (C-1) ; 74.8 (C-5) ; 73.6 (C-4) ; 70.1 (C-3) ; 63.9 (C-6) ; 54.5
(C-2) ; 22.8 (CH;CO) ; 22.7 (CH3CO) ; 22.6 (CHsCO) ; 22.5 (CH5CO).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Cy4H22NOyCl [M+Na]* 406.0880 ; trouvé 406.0892.
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3,4,6-Tri-O-acétyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-
D-glucopyranose (67)

AcO
AcO Q
AcO OTBDMS
NHTCA
67

De ’acétate d’hydrazine (5.38 g, 58.48 mmol, 2 éq) est ajouté a une solution du
composé 66 (14.41 g, 29.25 mmol) dans du DMF anhydre (50 mL). La solution est
agitée 1 h 30 a température ambiante puis diluée avec de l’eau et extraite avec
AcOEt. La phase organique est lavée avec de l'eau et une solution saturée en
NaHCOs;, puis est séchée et concentrée sous pression réduite. Un mélange
contenant ’hémiacétal obtenu, de l’imidazole (4.38 g, 64.32 mmol, 2.2 éq) et du
chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (4.85 g, 32.18 mmol, 1.1 éq) dans du DMF
anhydre (50 mL) est agité pendant une nuit a température ambiante. L’exces de
chlorure est détruit avec du méthanol puis le milieu est dilué avec de ’eau avant
d’étre extrait par AcOEt. La phase organique est lavée par de l’eau puis de la
saumure, séchée et concentrée sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 80/20) pour donner le
composé 67 sous la forme d’une poudre blanche (10.41 g, 63%).

[alo = -6.2 (c = 1.025, CHCL;) ; lit. -4.2 (CH,Cl;) [254].

Rf 0.30 (Heptane/AcOEt : 65/35).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 6.74 (d, 1H, Joni = 9.4 Hz, NH) ; 5.30 (dd, 1H,
J34=9.2 Hz, J2.3 = 10.9 Hz, H-3) ; 5.09 (dd, 1H, Ju5 = 10.0 Hz, H-4) ; 4.88 (d, 1H,
Ji,2=7.9 Hz, H-1) ; 4.23 (dd, 1H, Jse = 5.7 Hz, Jeaep = 12.2 Hz, H-6b) ; 4.15 (dd,
1H, Jsea = 2.7 Hz, H-6a); 3.95 (m, 1H, H-2); 3.74 (m, 1H, H-5); 2.08 (s, 3H,
CH3CO) ; 2.04 (s, 3H, CHsCO) ; 2.03 (s, 3H, CH;CO); 0.88 (s, 9H, (CH;);CSi); 0.13
(s, 3H, CHsSi) ; 0.10 (s, 3H, CH;Si).

RMN *3C (CDCl3, 75 MHz) : & (ppm) 171.3 (CO, Ac) ; 170.7 (CO, Ac) ; 169.4 (CO, Ac)
; 161.9 (CONH) ; 95.9 (C-1) ; 92.4 (CCl3) ; 72.1 (C-3) ; 71.8 (C-5) ; 68.9 (C-4) ; 62.5
(C-6) ; 57.9 (C-2) ; 25.6 ((CH;);CSi) ; 20.8 (CHsCO) ; 20.8 (CH;CO) ; 20.7 (CH5CO) ;
17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CH5Si) ; -5.1 (CH3Si).

SM MALDI-Tof : (m/z) 604 [M+K]" ; 588 [M+Na]".
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Analyse élémentaire : Calc. pour CzoH3;CI3NO,Si : C 42.52, H 5.71, N 2.49, trouvé :
C 42.89, H5.76, N 2.42.

4,6-0-Benzylidéne-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-
B-D-glucopyranose (68)

Ph/:ﬁ/o
HOWOTBDMS
NHTCA

68

Une suspension du composé 67 (10.84 g, 19.20 mmol) dans le méthanol (200 mL)
est traitée pendant 2 h a température ambiante avec NaOMe (Na: 0.13 g, 5.65
mmol, 0.3 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine Amberlite
IR-120 (H"), filtrée et concentrée, pour donner le triol correspondant. De ’acide
camphosulfonique (0.18 g, 0.77 mmol, 0.04 éq) est ajouté a une solution contenant
le triol et du 2,2-diméthoxybenzaldéhyde (4.32 mL, 28.78 mmol, 1.5 éq) dans de
l’acétonitrile (100 mL). La solution est agitée pendant 1 h a température ambiante.
De la triéthylamine est ajoutée pour neutraliser le milieu et le solvant est évaporé
sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de
silice (Heptane/AcOEt : 75/25 + triéthylamine) pour donner le composé 68 sous la
forme d’une poudre blanche (8.86 g, 88%).

[alp = -33.8 (c = 0.985, CHCL3).

Rf 0.27 (Heptane/AcOEt : 70/30).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : 6 (ppm) 7.65-7.36 (m, 5H, Ph) ; 6.94 (d, 1H, Jonn = 7.4
Hz, NH) ; 5.53 (s, 1H, PhCH) ; 5.09 (d, 1H, J12 = 7.7 Hz, H-1) ; 4.32 (dd, 1H, Js¢p =
4.6 Hz, Jep 62 = 10.5 Hz, H-6b) ; 4.26 (m, 1H, J3 4= 8.6 Hz, J; 3 = 10.1 Hz, H-3) ; 3.77
(dd, 1H, Js56a = 9.6 Hz, H-6a) ; 3.53-3.48 (m, 3H, H-4, H-5, H-2); 3.01 (s, 1H, OH-
3); 0.89 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 0.13 (s, 3H, CHsSi) ; 0.10 (s, 3H, CHsSi).

RMN "3C (CDCls, 75 MHz) : 6 (ppm) 162.2 (COCCl3) ; 137.0 (C aromatique) ; 129.4-
126.4 (CH aromatiques) ; 102.0 (CHPh) ; 95.3 (C-1) ; 92.5 (CCl3) ; 81.7 (C-4) ; 69.7
(C-3); 68.6 (C-6); 66.3 (C-5); 61.6 (C-2); 25.7 ((CH3)3CSi); 17.9 ((CH3)5CSi) ; -
4.0 (CHsSi) ; -5.0 (CHsSi).
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SM MALDI-Tof : (m/z) 548 [M+Na]".
Analyse élémentaire : Calc. pour C21H30CI3NOgSi : C 47.87, H 5.74, N 2.67, trouvé :
C 47.51, H5.53, N 2.47.

3-0O-Benzyl-4,6-0-benzylidéne-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-

trichloroacétamido-B-p-glucopyranose (69)

Ph/voﬁ/o
BnO OTBDMS
NHTCA
69

De ’hydrure de sodium (60% dans de ’huile minérale, 1.54 g, 38.50 mmol, 2 éq)
est additionné par fractions a 0°C a une solution du composé 68 (10.13 g, 19.23
mmol) dans du DMF anhydre (80 mL). Le mélange est agité pendant 30 min a 0°C
puis du bromure de benzyle (3.43 mL, 28.84 mmol, 1.5 éq) est ajouté et le
mélange est agité 24 h a température ambiante. Du méthanol est additionné pour
détruire ’exces de bromure puis le mélange est dilué avec de l’eau et extrait par
AcOEt. La phase organique est lavée avec de la saumure, séchée et concentrée
sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de
silice (Heptane/AcOEt : 80/20 + triéthylamine) pour donner le composé 69 sous la
forme d’une poudre blanche (8.66 g, 73%).

[alo = -16.2 (c = 1.07, CHCL;).

Rf 0.73 (Heptane/AcOEt : 70/30 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.53-7.27 (m, 10H, 2Ph); 6.86 (d, 1H, Jou =
7.9 Hz, NH) ; 5.59 (s, 1H, PhCH) ; 5.18 (d, 1H, Ji2 = 7.9 Hz, H-1) ; 4.79 (m, 2H,
CH,Ph) ; 4.32 (dd, 1H, Js e, = 4.9 Hz, Jep6a = 10.6 Hz, H-6b) ; 4.23 (m, 1H, J3 4 = 8.9
Hz, J,3 = 10.3 Hz, H-3) ; 3.90 (dd, 1H, Js 6, = 10.2 Hz, H-6a) ; 3.81 (dd, 1H, J45 =
9.6 Hz, H-4); 3.58-3.45 (m, 2H, H-5, H-2); 0.91 (s, 9H, (CHs);CSi); 0.11 (s, 3H,
CHsSi) ; 0.09 (s, 3H, CHsSi).

RMN '3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) 161.8 (COCCls) ; 137.9, 137.3 (C aromatiques) ;
129.1-126.1 (CH aromatiques) ; 101.3 (CHPh) ; 95.1 (C-1) ; 92.5 (CCl3) ; 82.8 (C-4) ;
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75.7 (C-3) ; 74.7 (CH,Ph) ; 68.7 (C-6) ; 66.2 (C-5) ; 60.9 (C-2) ; 25.7 ((CH3)3CSi) ;
17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.0 (CHsSi) ; -5.0 (CHsSi).

SM MALDI-Tof : (m/z) 638 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CygH3¢CI3NOgSi : C 54.45, H 5.88, N 2.28, trouvé :
C 54.46, H5.97, N 2.38.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B8-D-glucopyranosyl-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-

trichloroacétamido-B-p-glucopyranose (70)

BnO o NHTCA
A‘B%o . %nO OTBDMS
o)
NHTCA OBn
70

Un mélange composé de ’accepteur 60 (233 mg, 0.38 mmol), du donneur 58 (390
mg, 0.56 mmol, 1.5 éq) et de tamis moléculaire 3 A dans du DCM anhydre (5 mL)
est agité pendant 1 h a température ambiante sous argon. Du TMSOTf (9 pL, 0.05
mmol, 0.12 éq) est additionné et le mélange est agité pendant 2 h. Le milieu est
neutralisé par ajout de triéthylamine puis filtré sur Célite® avant d’étre concentré
sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de
silice (Toluene/AcOEt : 90/10 + triéthylamine) pour donner le disaccharide 70 sous
la forme d’un solide blanc (389 mg, 90%).

Rf 0.70 (Toluene/AcOEt : 75/25 + Et3N).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) 7.39-7.21 (m, 20H, 4Ph) ; 6.87 (d, 1H, Jonu =
7.9 Hz, NHa) ; 6.77 (d, 1H, J,nu = 7.7 Hz, NHb) ; 5.05 (t, 1H, J34=9.3 Hz, J45=9.3
Hz, H-4b) ; 5.04 (d, 1H, J;; = 7.5 Hz, H-1a) ; 4.96 (d, 1H, J;; = 8.3 Hz, H-1b) ; 4.73
(m, 2H, CH;Ph) ; 4.62 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.57 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.34 (m, 2H, CH,Ph) ;
4.14 (t, 1H, J34 = 8.7 Hz, J;3 = 8.7 Hz, H-3a) ; 4.05 (dd, 1H, J34 = 8.9 Hz, J;3 =
10.4 Hz, H-3b) ; 4.01 (dd, 1H, J3.4 = 9.8 Hz, J45 = 8.3 Hz, H-4a) ; 3.67 (m, 2H, H-6a,
H-6b) ; 3.57 (m, 1H, H-2b) ; 3.52-3.42 (m, 5H, H-2a, H-5a, H-5b, H-6b, H-6a) ; 1.87
(s, 3H, CH3CO) ; 0.87 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 0.11 (s, 3H, CHsSi) ; 0.07 (s, 3H, CHsSi).
RMN "3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) 170.1 (CO, Ac); 162.2, 162.0 (2COCCL) ;
138.7, 138.4, 138.4, 137.8 (C aromatiques) ; 128.9-128.0 (CH aromatiques) ; 98.5
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(C-1b) ; 94.9 (C-1a) ; 92.9, 92.8 (2CCl3) ; 77.9 (C-3b); 77.9 (C-4a) ; 76.0 (C-3a) ;
74.9 (C-5a) ; 74.7, 74.5, 74.0 (3CH;Ph) ; 73.8 (C-5b) ; 73.7 (CH,Ph) ; 72.3 (C-4b) ;
70.0 (C-6b); 68.7 (C-6a) ; 60.2 (C-2a) ; 59.2 (C-2b) ; 26.0 ((CHs)sCSi); 21.2
(CH3CO) ; 18.2 ((CH3)3CSi) ; -3.7 (CHsSi) ; -4.6 (CHsSi).

ES+MS : (m/z) 1170 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour Cs;HeClsN;015S1 @ C 54.45, H 5.45, N 2.45,
trouve : C 54.62, H 5.38, N 2.41.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-B-D-
glucopyranosyl-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-

trichloroacétamido-B-p-glucopyranose (71)

NHTCA
BnO

AcO Q  BnO7; OTBDMS
BnO 5 O 0

NHZ OBn

71

Un mélange composé de l’accepteur 60 (560 mg, 0.90 mmol) et du donneur 59
(922 mg, 1.36 mmol, 1.5 éq) dans du DCM anhydre (20 mL) est agité pendant 1 h a
température ambiante sous argon. BF;.Et;0 (17 pL, 0.13 mmol, 0.15 éq) est
additionné et le mélange est agité pendant 3 h. Le milieu est neutralisé avec de la
triethylamine puis concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Toluene/AcOEt : 90/10 + triéthylamine)
pour donner le disaccharide 71 sous la forme d’un solide blanc (720 mg, 70%).

Rf 0.63 (Toluene/AcOEt : 75/25 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.45-7.22 (m, 25H, 5Ph); 6.91 (d, 1H, Jou =
7.4 Hz, NHa) ; 5.09-4.97 (m, 5H, CH,0, H-1a, NHb, H-1b) ; 4.85 (t, 1H, J;4 = 9.2
Hz, H-4b) ; 4.70-4.41 (m, 6H, 3CH;Ph) ; 4.26 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.07-3.90 (m, 2H, H-
3b, H-3a); 3.70-3.25 (m, 9H, H-4a, H-2b, H-2a, H-5a, H-5b, H-6a, H-6b, H-6a, H-
6b) ; 1.82 (s, 3H, CH;CO) ; 0.88 (s, 9H, (CH5;)3CSi) ; 0.14 (s, 3H, CH5Si) ; 0.08 (s, 3H,
CH5Si).

RMN '3C (CDCl;, 75 MHz): & (ppm) 170.2 (CO, Ac); 169.9 (CO,CH,Ph); 162.1
(COCCL3) ; 138.9, 138.8, 138.4, 138.4, 138.3 (C aromatiques) ; 129.0-127.8 (CH
aromatiques) ; 100.0 (C-1b) ; 95.1 (C-1a) ; 93.0 (CCL3) ; 79.1 (C-3b) ; 78.2 (C-4a) ;
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76.5 (C-3a) ; 75.5 (C-5b) ; 74.9, 74.7, 74.2, 73.9 (4CH,Ph) ; 73.5 (C-5a) ; 72.2 (C-
4b) ; 70.2 (C-6b); 68.4 (C-6a) ; 67.2 (CH;0) ; 60.1 (C-2a) ; 58.3 (C-2b) ; 26.1
((CH3)3CSi) ; 21.3 (CH3CO) ; 18.3 ((CH3)3CSi) ; -3.7 (CHsSi) ; -4.6 (CHsSi).

ES+MS : (m/z) 1159 [M+Na]" ; 1137 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CsgHgoCl3N2043Si: C 61.29, H 6.12, N 2.46,
trouveé : C 61.13, H 6.45, N 2.40.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B8-D-glucopyranosyl-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-
2-désoxy-B-D-glucopyranose (72)

NHZ
BnO
A Q BnO OTBDMS
NO-A& o] 1)

NHTCA OBn

72

Un mélange composé de ’accepteur 61 (705 mg, 1.16 mmol) et du donneur 58 (1.2
g, 1.74 mmol, 1.5 éq) dans du DCM anhydre (30 mL) est agité pendant 1 h a
température ambiante sous argon. BF3.Et;0 (22 pL, 0.17 mmol, 0.15 éq) est
additionné et le mélange est agité 3 h avant d’étre neutralisé par de la
triéthylamine et concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Toluene/AcOEt : 90/10 + triéthylamine)
pour donner le disaccharide 72 sous la forme d’un solide blanc (958 mg, 73%).

Rf 0.54 (Toluene/AcOEt : 80/20 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.33-7.11 (m, 25H, 5Ph); 6.80 (d, 1H, Jon =
7.7 Hz, NHb) ; 5.05 (t, 1H, J34 = 9.7 Hz, Ju5 = 9.7 Hz, H-4b) ; 4.95 (s, 2H, CH0) ;
4.87 (d, 1H, Ji 5 = 8.3 Hz, H-1b) ; 4.76 (d, 1H, Jann = 8.3 Hz, NHa) ; 4.72 (d, 1H, J; 2
= 8.4 Hz, H-1a) ; 4.65-4.43 (m, 6H, 3CH,Ph) ; 4.28 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.03 (t, 1H, Js.4
= 8.9 Hz, J;3 = 8.9 Hz, H-3a); 3.95 (dd, 1H, J;3 = 10.4 Hz, H-3b) ; 3.63-3.50 (m,
4H, H-4a, H-5b, H-6a, H-6b) ; 3.45-3.26 (m, 5H, H-2b, H-2a, H-5a, H-6a, H-6b) ;
1.76 (s, 3H, CH;CO); 0.78 (s, 9H, (CHs);CSi); 0.11 (s, 3H, CHsSi); 0.07 (s, 3H,
CHsSi).
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RMN "3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) 169.8 (CO, Ac); 168.7 (CO,CH,Ph); 162.0,
(COCCl3) ; 138.8, 138.1, 138.0, 137.8, 137.5 (C aromatiques) ; 128.5-127.4 (CH
aromatiques) ; 100.0 (C-1a) ; 98.1 (C-1b) ; 92.5 (CCl3) ; 77.7 (C-4a) ; 76.1 (C-3b) ;
74.4 (C-3a) ; 73.9, 73.6 (2CH,Ph) ; 73.4 (C-5a) ; 73.3, 72.3 (2CH;Ph) ; 71.8 (C-5b) ;
71.2 (C-4b) ; 69.6 (C-6a) ; 68.4 (C-6b) ; 66.6 (CH,0) ; 58.7 (C-2a) ; 49.5 (C-2b) ;
25.6 ((CH3)3CSi) ; 20.9 (CH3CO) ; 17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CH5Si) ; -5.2 (CH;SH).

ES+MS : (m/z) 1159 [M+Na]" ; 1137 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CsgHeoCl3N043S1 @ C 61.29, H 6.12, N 2.46,
trouvé : C 61.35, H 6.39, N 2.41.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-B-D-
glucopyranosyl-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-
butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-glucopyranose (73)

BnO o NHZ
AcQO BnO OTBDMS
b
8L
NHZ OBn
73

Un mélange composé de ’accepteur 61 (1.13 g, 1.86 mmol) et du donneur 59 (1.9
g, 2.79 mmol, 1.5 éq) dans du DCM anhydre (40 mL) est agité pendant 1 h a
température ambiante sous argon. BF;.Et;0 (36 pL, 0.28 mmol, 0.15 éq) est
additionné et le mélange est agité 1 h 30 avant d’étre neutralisé par de la
triethylamine et concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Toluene/AcOEt : 90/10 + triéthylamine)
pour donner le disaccharide 73 sous la forme d’un solide blanc (1.46 g, 70%).

Rf 0.50 (Toluene/AcOEt : 90/10 + Et;N).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.38-7.15 (m, 30H, 6Ph) ; 5.09-5.02 (m, 4H,
2CH;0) ; 5.00 (t, 1H, J34 = 9.3 Hz, J45 = 9.3 Hz, H-4b) ; 4.85-4.40 (m, 10H, H-1b,
NHa, NHb, H-1a, 3CH,Ph) ; 4.32 (m, 2H, CH,Ph) ; 3.95 (t, 1H, J;34 = 8.8 Hz, J;3 =
8.8 Hz, H-3a) ; 3.74-3.63 (m, 2H, H-4a, H-3b) ; 3.52-3.25 (m, 8H, H-2b, H-2a, H-5a,
H-5b, H-6a, H-6b, H-6a, H-6b) ; 1.88 (s, 3H, CH3CO) ; 0.87 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 0.09
(s, 3H, CHsSi) ; 0.04 (s, 3H, CHsSi).
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RMN '3C (CDCl3, 75 MHz) : 6 (ppm) 169.7 (CO, Ac); 157.4, 155.7 (2CO,CH;Ph) ;
138.9, 138.2, 138.1, 138.0, 137.5, 136.6 (C aromatiques) ; 128.7-127.3 (CH
aromatiques) ; 99.8 (C-1b) ; 95.6 (C-1a) ; 78.7 (C-4a) ; 78.6 (C-3a) ; 76.5 (C-3b) ;
74.4 (C-5a) ; 73.8, 73.6, 73.5, 73.2 (4CH,Ph) ; 73.1 (C-5b) ; 71.7 (C-4b) ; 69.8 (C-
6a) ; 68.1 (C-6b) ; 66.7, 66.5 (2CH;0) ; 59.1 (C-2a) ; 57.8 (C-2b) ; 25.6 ((CH3)3CSi) ;
20.8 (CH3CO) ; 17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.2 (CHsSi) ; -5.2 (CH;Si).

ES+MS : (m/z) 1147 [M+Na]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CgsH76N2044Si @ C 68.30, H 6.81, N 2.50, trouvé :
C 68.37, H7.01, N 2.44.

2-Acétamido-4-O-acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-
acétamido-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-
glucopyranose (74)

BnO NHAC
AcO\H—Q  BnO7/; OTBDMS
BnO @) 1e)
NHAC OBn
74

Un mélange composé du produit 70 (690 mg, 0.60 mmol), de BusSnH (1.9 mL, 7.17
mmol, 12 éq) et d’AIBN (30 mg) dans du toluéne anhydre (20 mL) est agité 1 h a
température ambiante sous argon, puis chauffé pendant 2 h a 80°C, refroidi et
concentré. Le résidu est agité dans I’heptane (40 mL) et les cristaux obtenus sont
filtrés. Le produit est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine) pour donner le composé 74 sous la forme
d’un solide blanc (464 mg, 82%).

Rf 0.33 (Heptane/AcOEt : 35/65 + Et;3N).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) 7.35-7.19 (m, 20H, 4Ph) ; 5.98 (s, 1H, NHa) ;
5.21 (d, 1H, Janu = 7.9 Hz, NHb) ; 5.07 (t, 1H, J34 = 9.1 Hz, J45 = 9.1 Hz, H-4b) ;
4.92 (d, 1H, Jy, = 6.3 Hz, H-1a) ; 4.74 (d, 1H, Jy, = 7.3 Hz, H-1b) ; 4.70 (m, 2H,
CH,Ph) ; 4.61 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.57 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.41 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.04 (t,
1H, J34 = 6.8 Hz, J; 3 = 6.8 Hz, H-3a) ; 3.95-3.90 (m, 2H, H-3b, H-4a) ; 3.78 (dd, 1H,
Js.6b = 4.7 Hz, Jga 6b = 10.4 Hz, H-6b) ; 3.70-3.65 (m, 2H, H-6b, H-2a) ; 3.64-3.56 (m,
2H, H-2b, H-5b) ; 3.53-3.49 (m, 2H, H-6a, H-5a) ; 3.44 (dd, 1H, Js¢a = 6.3 Hz, Jea,ep
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= 11.7 Hz, H-6a) ; 1.88 (s, 3H, CH;CONH) ; 1.86 (s, 3H, CH3;CONH) ; 1.75 (s, 3H,
CH;CO) ; 0.83 (s, 9H, (CH3);CSi) ; 0.08 (s, 3H, CHsSi) ; 0.06 (s, 3H, CHsSi).

RMN "3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) 170.6 (CO, Ac) ; 170.2, 169.9 (2CONH) ; 138.9,
138.3, 138.0, 137.9 (C aromatiques) ; 128.6-127.4 (CH aromatiques) ; 99.5 (C-1b) ;
95.1 (C-1a) ; 78.3 (C-4a); 77.8 (C-3b) ; 77.3 (C-3a) ; 74.9 (C-5b) ; 74.5 (C-5a) ;
73.6, 73.4, 73.1, 72.8 (4CH,Ph) ; 71.7 (C-4b) ; 69.7 (C-6b) ; 69.4 (C-6a) ; 56.5 (C-
2b) ; 55.7 (C-2a) ; 25.7 ((CH3)3CSi) ; 23.6, 23.4 (2CH;CONH) ; 21.0 (CH3CO) ; 18.0
((CHs)3CSi) ; -4.2 (CH5Si) ; -5.1 (CH5Si).

ES+MS : (m/z) 963 [M+Na]" ; 941 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour Cs;HgsN2042Si @ C 66.36, H 7.28, N 2.98, trouvé :
C 66.52, H7.06, N 2.90.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-8-D-
glucopyranosyl-(1—4)-2-acétamido-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-
2-désoxy-B-D-glucopyranose (75)

NHAc
BnO

AcO\3—C  BnO OTBDMS
BnO 0 d

NHZ OBn

75

Un mélange constitué du composé 71 (837 mg, 0.74 mmol), de BusSnH (1.2 mL,
4.53 mmol, 6 éq) et d’AIBN (30 mg) dans du toluéne anhydre (20 mL) est agité 1 h a
température ambiante sous argon puis chauffé pendant 2 h a 80°C, refroidi et
concentré. Le résidu est agité dans [’heptane (40 mL) et les cristaux obtenus sont
filtrés. Le produit est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine) pour donner le composé 75 sous la forme
d’une poudre blanche (571 mg, 75%).

Rf 0.44 (Heptane/AcOEt : 50/50 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) 7.38-7.16 (m, 25H, 5Ph) ; 5.74 (m, 1H, NHa) ;
5.07 (m, 3H, CH;0, NHb) ; 5.03 (t, 1H, J3.4 = 9.1 Hz, J45 = 9.1 Hz, H-4b) ; 4.93 (d,
1H, Ji2 = 6.6 Hz, H-1a) ; 4.71 (m, 2H, CHsPh) ; 4.59 (d, 1H, J;, = 8.8 Hz, H-1b) ;
4.52 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.47-4.30 (m, 4H, 2CH,Ph) ; 3.99 (m, 1H, H-4a) ; 3.91 (t, 1H,
J23=7.8Hz, J34=7.8 Hz, H-3a) ; 3.70 (m, 1H, H-3b) ; 3.56 (m, 2H, H-6b, H-6a) ;
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3.53-3.37 (m, 6H, H-5b, H-6b, H-6a, H-5a, H-2b, H-2a); 1.89 (s, 3H, CH;CONH) ;
1.87 (s, 3H, CH;CO); 0.86 (s, 9H, (CH3);CSi); 0.09 (s, 3H, CHsSi); 0.07 (s, 3H,
CH5Si).

RMN 3C (CDCl;, 125 MHz): & (ppm) 170.1 (CO, Ac); 169.8 (CONH) ; 156.0
(COCH,PN) ; 139.1, 138.3, 138.0, 137.9, 136.5 (C aromatiques) ; 128.5-127.4 (CH
aromatiques) ; 100.0 (C-1b) ; 95.0 (C-1a) ; 78.6 (C-3b); 77.9 (C-3a) ; 76.1 (C-4a) ;
74.3 (C-5a) ; 73.7, 73.7, 73.7, 73.3 (4CH,Ph) ; 73.2 (C-5b) ; 71.5 (C-4b) ; 69.8 (C-
6a) ; 68.8 (C-6b) ; 66.9 (CH,0) ; 57.2 (C-2a) ; 55.9 (C-2b) ; 25.7 ((CHs3)3CSi) ; 23.5
(CH3CONH) ; 21.0 (CH3CO) ; 18.0 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CH5Si) ; -5.1 (CHsSi).

ES+MS : (m/z) 1055 [M+Na]" ; 1033 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CsgH72N2043Si @ C 67.42, H 7.02, N 2.71, trouvé :
C 67.94, H7.36, N 2.68.

2-Acétamido-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-acétamido-
3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-glucopyranose (76)

BnO NHAc
HOZ\® Q  Bno OTBDMS
nO @] (0)
NHAc OBn
76

Un mélange composé du produit 74 (738 mg, 0.78 mmol) dans le méthanol (20 mL)
est traité pendant 4 h de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 1.81 mg,
0.08 mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine
Amberlite IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine)
pour donner le composé 76 sous la forme d’une poudre blanche (585 mg, 83%).

Rf 0.31 (Heptane/AcOEt : 65/35 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.40-7.19 (m, 20H, 4Ph) ; 5.95 (d, 1H, Jou =
8.7 Hz, NHa) ; 4.84 (d, 1H, J;nu = 8.7 Hz, NHb) ; 4.79 (d, 1H, J12 = 5.7 Hz, H-1a) ;
4.65 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.62 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.56 (d, 1H, J;, = 8.8 Hz, H-1b) ; 4.45-
4.35 (m, 4H, 2CH;Ph) ; 3.88 (t, 1H, J34 = 6.0 Hz, Jo3 = 6.0 Hz, H-3a) ; 3.73 (t, 1H,
J34=6.2 Hz, J,3 = 6.2 Hz, H-3b) ; 3.72-3.54 (m, 7H, H-4a, H-4b, H-6a, H-6b, H-2a,
H-2b, H-5a) ; 3.50 (dd, 1H, Js56a = 5.9 Hz, Jeaer = 9.7 Hz, H-6a) ; 3.38 (dd, 1H, Js¢p
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= 8.5 Hz, Jea6p = 10.6 Hz, H-6b) ; 3.26 (dd, 1H, Jse, = 4.7 Hz, J45 = 9.4 Hz, H-5b) ;
3.02 (s, 1H, OH-4) ; 1.91 (s, 3H, CH;CONH) ; 1.83 (s, 3H, CH;CONH) ; 0.86 (s, 9H,
(CH3)3CSi) ; 0.12 (s, 3H, CHsSi) ; 0.10 (s, 3H, CHsSi).

RMN "3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) 170.1, 170.1 (2CONH) ; 139.0, 138.9, 138.2,
137.5 (C aromatiques) ; 128.7-127.3 (CH aromatiques) ; 100.0 (C-1b) ; 95.0 (C-1a) ;
80.9 (C-5a) ; 77.8 (C-4a) ; 77.3 (C-3b) ; 75.2 (C-3a) ; 74.6 (C-4b) ; 73.6, 73.4, 73.1,
72.8 (4CH,Ph) ; 72.6 (C-5b) ; 69.4 (C-6b) ; 68.7 (C-6a) ; 59.1 (C-2a) ; 56.9 (C-2b) ;
25.7 ((CHs)3CSi) ; 23.6, 23.3 (2CH3CONH) ; 18.0 ((CH3)3CSi) ; -4.2 (CH5Si); -5.1
(CHsSi).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour CsoHesN2011Si [M+Na]® 921.4334 ; trouvé 921.4329.

3,6-di-O-Benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-B-p-glucopyranosyl-(1—4)-
2-acétamido-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-

BnO NHAGC
0 ~—Q  BnO OTBDMS
nO O 10)

NHZ OBn

glucopyranose (77)

77

Une suspension du produit 75 (507 mg, 0.49 mmol) dans le méthanol (20 mL) est
traitée pendant 4 h de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na: 1.13 mg,
0.05 mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine
Amberlite IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine)
pour donner le composé 77 sous la forme d’une poudre blanche (460 mg, 95%).

Rf 0.48 (Heptane/AcOEt : 50/50 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.46-7.19 (m, 25H, 5Ph) ; 5.71 (m, 1H, NHa) ;
5.07 (s, 2H, CH;0) ; 4.90 (d, 1H, J;; = 6.4 Hz, H-1a) ; 4.70 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.63-
4.35 (m, 8H, H-1b, NHb, 3CH,Ph) ; 3.92 (t, 1H, J;3 = 6.8 Hz, H-3a) ; 3.84 (dd, 1H,
Jas = 7.4 Hz, H-4a) ; 3.68 (t, 1H, J,.3 = 9.1 Hz, J3 4 = 9.1 Hz, H-3b) ; 3.65-3.40 (m,
8H, H-2a, H-6a, H-6b, H-6a, H-4b, H-2b, H-6b, H-5a) ; 3.27 (m, 1H, J45 = 9.7 Hz,
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Jsep = 5.1 Hz, Js6a = 5.1 Hz, H-5b) ; 2.99 (s, 1H, OH-4) ; 1.89 (s, 3H, CH;CONH) ;
0.87 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 0.12 (s, 3H, CH;Si) ; 0.07 (s, 3H, CHsSi).

RMN "C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) 170.1 (CONH) ; 156.2 (CO,CH,Ph); 139.0,
138.9, 138.1, 137.6, 136.6 (C aromatiques) ; 128.5-127.3 (CH aromatiques) ; 100.4
(C-1b) ; 95.0 (C-1a) ; 80.9 (C-5a); 77.8 (C-4a) ; 75.2 (C-3a) ; 74.2 (C-3b); 73.7,
73.7 (2CHyPh) ; 73.6 (C-4b) ; 73.3 (CH,Ph) ; 73.1 (C-5b); 70.9 (CH;Ph); 69.4 (C-
6b) ; 69.0 (C-6a) ; 66.8 (CH,0) ; 56.9 (C-2b) ; 55.6 (C-2a) ; 25.7 ((CHs)3CSi) ; 23.3
(CH3CONH) ; 17.9 ((CH3)3CSi) ; -4.2 (CH5Si) ; -5.1 (CH3Si).

ES+MS : (m/z) 1013 [M+Na]" ; 991 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour Cs¢H7oN2045Si : C 67.85, H 7.12, N 2.83, trouvé :
C 67.62, H7.48, N 2.70.

2-Acétamido-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-acétamido-
3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-a-p-glucopyranose (78)

OH
BnO AcHN
HO\3—Q BnO7;
BnO (0] e)
NHAc OBn
78

Un mélange constitué du composé 76 (556 mg, 0.62 mmol), d’acide acétique (85
uL, 1.48 mmol, 2.4 éq) et de BuyNF.3H,0 (468 mg, 1.48 mmol, 2.4 éq) dans du THF
anhydre (20 mL) est agité a température ambiante pendant une nuit. Le mélange
est concentré puis dilué dans AcOEt. La phase organique est lavée successivement
avec de l'eau et une solution saturée en NaHCO; avant d’étre séchée et
concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(DCM/MeOH : 90/10 + triéthylamine) pour donner le composé 78 sous la forme
d’une poudre blanche (434 mg, 89%).

Rf 0.59 (DCM/MeOH : 90/10 + Et3N).

RMN 'H (MeOD, 300 MHz) : & (ppm) 7.41-7.18 (m, 20H, 4Ph) ; 5.09 (d, 1H, J;2 = 3.5
Hz, H-1a) ; 5.00 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.76 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.72 (d, 1H, J;; = 8.5 Hz,
H-1b) ; 4.63 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.40 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.13 (d, 1H, J;,3 = 10.4 Hz, H-
2a) ; 4.05 (m, 2H, H-3b, H-4a) ; 3.85-3.70 (m, 5H, H-2b, H-3a, H-6a, H-6b, H-6a) ;
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3.55 (m, 2H, H-4b, H-5b) ; 3.45 (dd, 1H, Js¢, = 6.1 Hz, Jeaep = 11.7 Hz, H-6b) ; 3.35
(m, 1H, H-5a) ; 1.92 (s, 3H, CH3CONH) ; 1.91 (s, 3H, CH3CONH).

RMN 3C (MeOD, 75 MHz) : 5 (ppm) 174.1, 174.0 (2CONH) ; 142.8, 141.0, 140.6,
140.5 (C aromatiques) ; 130.2-128.8 (CH aromatiques) ; 102.3 (C-1b) ; 93.2 (C-1a) ;
84.6 (C-4a) ; 80.0 (C-3a) ; 79.6 (C-5a) ; 78.0 (C-3b) ; 76.5, 75.8, 75.3, 75.0
(4CHyPh) ; 73.2 (C-5b) ; 72.5 (C-4b) ; 71.4 (C-6b) ; 70.7 (C-6a) ; 58.1 (C-2a) ; 55.4
(C-2b) ; 24.0, 23.5 (2CH3;CONH).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour C44Hs;N;041 [M+Na]" 807.3469 ; trouvé 807.3477.

3,6-Di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-
2-acétamido-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-a-D-glucopyranose (79)

OH
BnO AcHN
Fg) Q  BnO
nO-\& o) o)

NHZ OBn

79

Un mélange constitué du composé 77 (469 mg, 0.47 mmol), d’acide acétique (68
uL, 1.19 mmol, 2.5 éq) et de BusNF.3H,0 (383 mg, 1.21 mmol, 2.5 éq) dans du THF
anhydre (20 mL) est agité a température ambiante pendant une nuit. Le mélange
est concentré puis dilué dans AcOEt. La phase organique est lavée successivement
avec de l'eau et une solution saturée en NaHCO; avant d’étre séchée et
concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(DCM/MeOH : 90/10 + triéthylamine) pour donner le composé 79 sous la forme
d’une poudre blanche (370 mg, 89%).

Rf 0.17 (Heptane/AcOEt : 25/75 + Et3N).

RMN 'H (MeOD, 500 MHz) : 6 (ppm) 7.45-7.22 (m, 25H, 5Ph) ; 5.11 (m, 2H, CH;0) ;
5.10 (d, 1H, J1 2 = 3.4 Hz, H-1a) ; 4.80 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.70-4.65 (m, 4H, 2CH,Ph) ;
4.61 (d, 1H, J12 = 8.2 Hz, H-1b) ; 4.37 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.12 (dd, 1H, J;3 = 10.4 Hz,
H-2a) ; 4.04 (t, 1H, J45 = 8.8 Hz, H-4a) ; 4.00 (m, 1H, H-3b) ; 3.81 (dd, 1H, J3 4 =
8.5 Hz, H-3a) ; 3.76 (dd, 1H, Js6a = 1.7 Hz, Jeaep = 11.2 Hz, H-6a) ; 3.72 (m, 1H, H-
6b) ; 3.60-3.47 (m, 4H, H-4b, H-2b, H-6b, H-5b) ; 3.43 (dd, 1H, Js6, = 6.1 Hz, H-
6a) ; 3.32 (m, 1H, H-5a) ; 1.97 (s, 3H, CH3;CONH).
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RMN "*C (MeOD, 125 MHz) : 6 (ppm) 173.9 (CONH) ; 159.3 (CO,CH,Ph) ; 141.8,
140.9, 140.6, 140.4, 139.2 (C aromatiques) ; 130.3-128.8 (CH aromatiques) ; 102.8
(C-1b) ; 93.2 (C-1a) ; 84.6 (C-4a); 80.4 (C-3a) ; 78.4 (C-3b) ; 78.0 (C-5a) ; 76.7,
75.9, 75.3, 74.9 (4CH,Ph) ; 73.2 (C-5b) ; 72.2 (C-4b) ; 71.5 (C-6b) ; 70.6 (C-6a) ;
68.2 (CH;0) ; 59.7 (C-2b) ; 55.3 (C-2a) ; 23.5 (CH3;CONH).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour CsoHs¢N201, [M+Na]® 899.3731 ; trouvé 899.3737.

2-Acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-acétamido-2-désoxy-a,B-D-

glucopyranose (80)

Une solution du composé 78 (193 mg, 0.25 mmol) dans un mélange
AcOEt/MeOH/H,0 (5/10/4, 10 mL) est hydrogénée en présence de 10% de Pd-C (100
mg) pendant 6 jours a température ambiante. Le mélange est filtré sur Célite® puis
le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt :
70/30 + triéthylamine) pour donner le composé 80 sous la forme d’une poudre
blanche (78 mg, 75%).

Rf 0.25 (AcOEt/MeOH/H;0 : 4/2/1 + Et3N).

RMN 'H (D;0, 500 MHz) : & (ppm) 5.19 (d, 1H, Ji; = 2.7 Hz, H-1aa) ; 4.79 (d, 1H,
Ji,2 = 8.2 Hz, H-1aB) ; 4.70 (d, 1H, J;; = 8.0 Hz, H-1b) ; 3.93-3.87 (m, 3H, H-3a, H-
5a, H-2a) ; 3.78-3.72 (m, 4H, H-6b, H-6b, H-6a, H-2b) ; 3.69-3.60 (m, 2H, H-4a, H-
6a) ; 3.57 (m, 1H, H-3b) ; 3.50-3.46 (m, 2H, H-5b, H-4b) ; 2.05 (s, 3H, CH3CONH) ;
2.02 (s, 3H, CH;CONH).

RMN "3C (D,0, 125 MHz) : & (ppm) 174.9, 174.8 (2CONH) ; 101.8 (C-1b) ; 95.1 (C-
1aB) ; 90.7 (C-1aa) ; 80.2 (C-4a) ; 79.7 (C-3a) ; 76.2 (C-5b) ; 74.9 (C-5a) ; 73.8 (C-
3b) ; 70.0 (C-4b) ; 60.8 (C-6b) ; 60.4 (C-6a) ; 55.9 (C-2b) ; 53.9 (C-2a) ; 22.5, 22.4
(2CH3CONH).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Ci6H28N,011 [M+Na]" 447.1591 ; trouvé 447.1576.
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2-Amino-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-acétamido-2-désoxy-a,B-D-

glucopyranose (81)

Une solution du composé 79 (226 mg, 0.26 mmol) dans un mélange
AcOEt/MeOH/H,0 (5/10/4, 10 mL) est hydrogénée en présence de 10% de Pd-C (100
mg) pendant 48 h a température ambiante. Le mélange est filtré sur Célite® puis le
résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt :
70/30 + triéthylamine) pour donner le composé 81 sous la forme d’une poudre
blanche (74 mg, 75%).

Rf 0.34 (AcOEt/MeOH/H,0 : 4/2/1 + Et3N).

RMN 'H (D,0, 500 MHz) : & (ppm) 5.15 (d, 1H, Ji2 = 2.2 Hz, H-1aa) ; 4.64 (d, 1H,
Ji,2 = 7.9 Hz, H-1aB) ; 4.43 (d, 1H, J12 = 7.9 Hz, H-1b) ; 3.90 (m, 1H, H-3a) ; 3.87-
3.58 (m, 8H, H-2a, H-4a, H-5ab, H-6ab) ; 3.46-3.28 (m, 2H, H-4b, H-3b) ; 2.62 (m,
1H, H-2b) ; 2.05 (s, 3H, CH3CONH).

RMN '3C (D,0, 125 MHz) : & (ppm) 175.1 (CONH) ; 102.8 (C-1b) ; 95.1 (C-1aB) ;
90.8 (C-1aa) ; 78.9 (C-5a); 75.7 (C-3b) ; 72.7 (C-5a) ; 70.4 (C-3a) ; 69.9 (C-4b) ;
69.4 (C-4a) ; 60.9 (C-6b) ; 60.5 (C-6a) ; 57.0 (C-2b) ; 54.2 (C-2a) ; 22.5 (CH3;CONH).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Ci4H2¢N2010 [M+H]" 383.1666 ; trouve 383.1647.

2-Acétamido-4-0O-acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-
3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-
désoxy-B-D-glucopyranose (82)

NHZ

BnO
AcO Q. BnO /b OTBDMS
Bro ) ()
NHAGc OBn

82
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Un mélange constitué du composé 72 (792 mg, 0.70 mmol), de BusSnH (1.1 mL,
4.15 mmol, 6 éq) et d’AIBN (30 mg) dans du toluéne anhydre (20 mL) est agité 1 h a
température ambiante sous argon puis chauffé pendant 2 h a 80°C, refroidi et
concentré. Le résidu est agité dans [’heptane (40 mL) et les cristaux obtenus sont
filtrés. Le produit est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice
(Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine) pour donner le composé 82 sous la forme
d’une poudre blanche (592 mg, 82%).

Rf 0.25 (Toluene/AcOEt : 80/20 + Et3N).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) 7.35-7.05 (m, 25H, 5Ph) ; 5.15 (d, 1H, Jonu =
7.5 Hz, NHb) ; 4.96 (s, 2H, CH;0) ; 4.94 (t, 1H, J34 = 9.6 Hz, Js5 = 9.6 Hz, H-4b) ;
4.81 (d, 1H, J;2 = 8.3 Hz, H-1b) ; 4.80-4.40 (m, 8H, 3CH,Ph, H-1a, NHa) ; 4.25 (m,
2H, CHyPh) ; 3.91 (m, 2H, H-3b, H-3a); 3.57 (m, 2H, H-4a, H-5b) ; 3.42-3.26 (m,
7H, H-6b, H-6b, H-6a, H-6a, H-5a, H-2b, H-2a) ; 1.78 (s, 3H, CH3CONH) ; 1.66 (s,
3H, CH;CO) ; 0.77 (s, 9H, (CH3);CSi) ; 0.12 (s, 3H, CHsSi) ; 0.07 (s, 3H, CH;Si).

RMN '3C (CDCl3, 125 MHz): & (ppm) 170.5 (CO, Ac); 169.9 (CONH) ; 155.7
(CO,CH,Ph) ; 138.9, 138.3, 138.1, 137.4, 136.6 (C aromatiques) ; 128.6-127.4 (CH
aromatiques) ; 99.2 (C-1b) ; 95.7 (C-1a) ; 78.5 (C-3a); 78.4 (C-3b) ; 74.5 (C-4a) ;
74.4 (C-5a) ; 73.6 (C-5b) ; 73.5, 73.5, 73.3 (3CH,Ph) ; 73.1 (C-4b) ; 71.9 (CH;Ph) ;
69.8 (C-6b); 68.6 (C-6a) ; 66.6 (CH,O) ; 58.8 (C-2a) ; 57.3 (C-2b) ; 25.6
((CH3);CSi) ; 23.5 (CH3CONH) ; 20.9 (CH3CO) ; 18.0 ((CHs);CSi) ; -4.1 (CHsSi) ; -5.2
(CH5Si).

ES+MS : (m/z) 1055 [M+Na]" ; 1033 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour CsgH72N,043Si: C 67.42, H 7.02, N 2.71, trouvé :
C 67.82, H7.35, N 2.59.

2-Acétamido-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-B-b-glucopyranosyl-(1—4)-3,6-di-O-
benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-
glucopyranose (83)

NHZ

BnO
o) ~—Q  BnO7/; OTBDMS
nO O e)
NHAc OBn

83
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Une suspension du composé 82 (681 mg, 0.66 mmol) dans le méthanol (20 mL) est
traitée pendant 4 h de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 1.5 mg, 0.07
mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine Amberlite
IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie liquide
sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 50/50 + triéthylamine) pour donner le composé
83 sous la forme d’une poudre blanche (568 mg, 87%).

Rf 0.54 (Heptane/AcOEt : 50/50 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 500 MHz) : 6 (ppm) 7.39-7.21 (m, 25H, 5Ph) ; 5.05 (s, 2H, CH,0) ;
4.90 (d, 1H, Jonw = 7.9 Hz, NHb) ; 4.85 (m, 1H, NHa) ; 4.82 (d, 1H, J;; = 8.8 Hz, H-
1b) ; 4.72 (m, 2H, CH;Ph) ; 4.70 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.63 (d, 1H, J1, = 7.9 Hz, H-1a) ;
4.60 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.43 (m, 2H, CH,Ph) ; 3.94 (t, 1H, J;3 = 8.7 Hz, J; 4 = 8.7 Hz,
H-3a) ; 3.82 (m, 1H, H-3b); 3.69 (t, 1H, J3.4 = 8.8 Hz, J45 = 8.8 Hz, H-4b) ; 3.65
(dd, 1H, Js¢a = 2.8 Hz, Jeaep = 8.2 Hz, H-6a) ; 3.60-3.49 (m, 4H, H-6a, H-6b, H-4a,
H-2b) ; 3.47 (dd, 1H, Js¢, = 6.4 Hz, Jea 6p = 9.6 Hz, H-6b) ; 3.44 (m, 1H, H-5a) ; 3.33
(m, 1H, J45 = 10.1 Hz, Js6, = 4.0 Hz, H-5b) ; 3.29 (m, 1H, H-2a) ; 3.12 (s, 1H, OH-
4) ; 1.75 (s, 3H, CH;CONH) ; 0.86 (s, 9H, (CH3)sCSi); 0.11 (s, 3H, CHsSi) ; 0.06 (s,
3H, CHsSi).

RMN "3C (CDCls3, 125 MHz) : & (ppm) 170.1 (CONH) ; 155.7 (CO,CH;Ph); 139.0,
138.7, 138.2, 137.5, 136.6 (C aromatiques) ; 128.7-127.3 (CH aromatiques) ; 100.0
(C-1b) ; 96.5 (C-1a) ; 81.1 (C-4a); 77.3 (C-3b) ; 76.7 (C-3a) ; 74.6 (C-4b) ; 74.5,
74.0 (2CH,Ph) ; 73.9 (C-5a) ; 73.8, 73.6 (2CH,Ph) ; 72.7 (C-5b) ; 71.4 (C-6b) ; 68.7
(C-6a) ; 66.7 (CH;0) ; 59.1 (C-2a) ; 56.0 (C-2b) ; 25.7 ((CH3)3CSi) ; 23.6 (CH3CONH) ;
18.0 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CHsSi) ; -5.2 (CHsSi).

ES+MS : (m/z) 1013 [M+Na] ; 991 [M+H]".

Analyse élémentaire : Calc. pour Cs¢H7oN2045Si : C 67.85, H 7.12, N 2.83, trouvé :
C67.70,H7.27, N 2.73.
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3,6-Di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-8-D-glucopyranosyl-(1—4)-
3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-
désoxy-B-D-glucopyranose (84)

BnO NHZ
HON——Q BgO OTBDMS
BnO o

NHZ OBn
84

Une suspension du composé 73 (1.42 g, 1.26 mmol) dans le méthanol (30 mL) est
traitée pendant 4 h de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 3 mg, 0.13
mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine Amberlite
IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie liquide
sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine) pour donner le composé
84 sous la forme d’une poudre blanche (1.08 g, 79%).

Rf 0.40 (Heptane/AcOEt : 60/40 + Et3N).

RMN "H (CDCl;, 300 MHz) : & (ppm) 7.38-7.16 (m, 30H, 6Ph) ; 5.10 (m, 2H, CH;0) ;
5.02 (m, 2H, CH;0) ; 4.83-4.50 (m, 10H, NHa, NHb, H-1a, H-1b, 3 CH,Ph) ; 4.39 (s,
2H, CH,Ph) ; 3.90 (t, 1H, J23 = 8.9 Hz, H-3b) ; 3.73 (m, 1H, H-4a) ; 3.63 (t, 1H, J34
= 8.7 Hz, J;3 = 8.7 Hz, H-3a) ; 3.54 (dd, 1H, Js ¢, = 4.8 Hz, Jeaep = 9.9 Hz, H-6Db) ;
3.44 (dd, 1H, Js6a = 6.1 Hz, Jeaep = 9.9 Hz, H-6a) ; 3.42-3.30 (m, 3H, H-2b, H-2a, H-
4b) ; 3.25 (m, 1H, J45 = 9.7 Hz, H-5b) ; 3.22-3.13 (m, 2H, H-6a, H-6b) ; 3.03 (m,
1H, H-5a) ; 2.66 (s, 1H, OH-4) ; 0.86 (s, 9H, (CH3);CSi); 0.08 (s, 3H, CH;Si) ; 0.04
(s, 3H, CHsSi).

RMN "3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) 156.0, 155.9 (2CO,CH,Ph); 138.9, 138.4,
137.9, 137.6, 136.5, 136.5 (C aromatiques) ; 128.4-127.0 (CH aromatiques) ; 100.3
(C-1b) ; 95.6 (C-1a) ; 81.1 (C-5b) ; 78.8 (C-4b) ; 78.6 (C-4a) ; 76.3 (C-3a) ; 76.2 (C-
3b) ; 74.3 (C-5a) ; 73.9, 73.4, 73.3, 73.2 (4CH,Ph) ; 70.6 (C-6a) ; 68.1 (C-6b) ; 66.7,
66.5 (2CH,0) ; 58.8 (C-2a); 57.1 (C-2b) ; 25.5 ((CHs)3CSi) ; 17.8 ((CH3)3CSi) ; -4.2
(CH5Si) ; -5.3 (CH5Si).

SM-HR (ES+): (m/z) Calc. pour CgH74N2043Si [M+Na]®  1105.4858
trouvé 1105.4850.
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2-Acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-amino-2-désoxy-a,B-D-

glucopyranose (87)

NH,
HO
HO, A~ —Q  HO7/; OH
0o 0] 0)
NHAc OH

Un mélange constitué du composé 89 (10.6 mg, 0.021 mmol), d’acide acétique (3
pL, 0.052 mmol, 2.5 éq) et de BusNF.3H,0 (16.8 mg, 0.053 mmol, 2.5 éq) dans du
THF anhydre (2 mL) est agité 30 min a 0°C puis a température ambiante pendant
une nuit. Le mélange est concentré puis le résidu est purifié par chromatographie
liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt : 70/30 + triéthylamine) pour donner le
composé 87 sous la forme d’un solide blanc (7.4 mg, 91%).

[a]o = +13.4 (c = 0.410, H,0).

Rf 0.26 (MeOH/AcOEt : 70/30 + Et;N).

RMN 'H (D;0, 500 MHz) : 6 (ppm) 5.19 (d, 1H, Ji12 = 3.2 Hz, H-1aq) ; 4.55 (d, 1H,
Ji2 = 7.4 Hz, H-1b) ; 4.42 (d, 1H, J1, = 8.2 Hz, H-1aB) ; 3.95-3.91 (m, 1H, H-6b) ;
3.87-3.75 (m, 2H, H-6b, H-2b) ; 3.72-3.54 (m, 2H, H-2a, H-3b) ; 3.52-3.47 (m, 4H,
H-5b, H-6a, H-4b, H-3a) ; 3.27-3.22 (m, 2H, H-4a, H-6a) ; 3.14 (m, 1H, H-5a) ; 2.03
(s, 3H, CH;CONH).

RMN '3C (D,0, 125 MHz) : & (ppm) 175.1 (CONH) ; 101.9 (C-1b) ; 101.5 (C-1aB) ;
89.2 (C-1aa) ; 76.2 (C-5b) ; 75.7 (C-5a) ; 74.0 (C-3a); 73.7 (C-3b) ; 70.4 (C-4b) ;
69.9 (C-4a) ; 60.9 (C-6b) ; 60.1 (C-6a) ; 55.9 (C-2b) ; 54.3 (C-2a) ; 22.5 (CH3;CONH).
SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Cq4H;7N;010 [M+H]" 383.1666 ; trouve 383.1671.

2-Amino-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-amino-2-désoxy-a,B-D-

glucopyranose (88)

HO NH2
HO\—C Ho OH
HO )
NH, OH

88
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Un mélange constitué du composé 90 (71 mg, 0.16 mmol), d’acide acétique (22 L,
0.39 mmol, 2.5 éq) et de BusNF.3H;0 (123.6 mg, 0.39 mmol, 2.5 éq) dans du THF
anhydre (15 mL) est agité 30 min a 0°C puis a température ambiante pendant une
nuit. Le mélange est concentré puis le résidu est purifié par chromatographie
liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt : 70/30 + triéthylamine) pour donner le
composé 88 sous la forme d’un solide blanc (48.4 mg, 89%).

[a]o = +26.0 (c = 0.995, H,0).

Rf 0.20 (MeOH/AcOEt : 70/30 + Et3N).

RMN 'H (D,0, 500 MHz) : & (ppm) 5.46 (d, 1H, Ji, = 3.7 Hz, H-1aq) ; 4.97 (d, 1H,
Ji,2 = 7.2 Hz, H-1b) ; 4.86 (d, 1H, J;, = 8.2 Hz, H-1aB) ; 4.05 (m, 1H, H-6b) ; 3.97-
3.84 (m, 2H, H-6b, H-2b) ; 3.80-3.77 (m, 2H, H-2a, H-3b) ; 3.74-3.70 (m, 4H, H-5b,
H-6a, H-4b, H-3a) ; 3.53-3.49 (m, 2H, H-4a, H-6a) ; 3.45 (m, 1H, H-5a).

RMN '3C (D,0, 125 MHz) : & (ppm) 98.1 (C-1b) ; 97.0 (C-1aB) ; 92.9 (C-1aaq) ; 77.0
(C-5b) ; 76.7 (C-5a) ; 76.5 (C-3a) ; 72.3 (C-3b) ; 69.9 (C-4b) ; 68.3 (C-4a) ; 60.6 (C-
6b) ; 60.5 (C-6a) ; 56.2 (C-2b) ; 54.5 (C-2a).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Cy2H24N;09 [M+H]" 341.1560 ; trouvé 341.1557.

2-Acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-amino-1-O-tert-

butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-glucopyranose (89)

NH,

HO
H% Q HO OTBDMS
O-\& 0 0
NHAc OH

89

Une solution du composé 83 (280 mg, 0.28 mmol) dans un mélange
AcOEt/MeOH/H,0 (5/10/4, 25 mL) est hydrogénée en présence de 10% de Pd-C (100
mg) pendant 7 jours a température ambiante. Le mélange est filtré sur Célite® puis
le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt :
75/25 + triéthylamine) avant d’étre lyophilisé pour donner le composé 89 sous la
forme d’un solide blanc (94 mg, 67%).

[alo = -1.2 (c = 0.255, MeOH).

Rf 0.26 (MeOH/AcOEt : 75/25 + Et;N).
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RMN "H (MeOD, 300 MHz) : 6 (ppm) 4.94 (d, 1H, J;, = 8.1 Hz, H-1a) ; 4.49 (d, 1H,
Ji,2 = 8.5 Hz, H-1b) ; 3.88 (dd, 1H, Js5,6a = 1.9 Hz, Jeaer = 11.8 Hz, H-6a) ; 3.80-3.71
(m, 2H, H-6b, H-3a) ; 3.68-3.50 (m, 3H, H-2b, H-6b, H-6a) ; 3.47-3.41 (m, 1H, H-
4a) ; 3.34-3.30 (m, 1H, H-3b) ; 3.28-3.12 (m, 3H, H-5b, H-4b, H-5a) ; 2.65 (m, 1H,
H-2a) ; 1.98 (s, 3H, CH3;CONH) ; 0.92 (s, 9H, (CHs3)3CSi); 0.17 (s, 3H, CHsSi) ; 0.15
(s, 3H, CH;Si).

RMN '*C (MeOD, 125 MHz) : & (ppm) 172.8 (CONH) ; 102.2 (C-1b) ; 94.8 (C-1a) ;
80.9 (C-4a); 77.1 (C-5b) ; 75.5 (C-5a); 74.7 (C-3b) ; 71.0 (C-4b) ; 70.1 (C-2a);
69.9 (C-3a); 61.5 (C-6a); 60.5 (C-6b); 56.3 (C-2b); 25.4 ((CHs3)sCSi); 22.1
(CH3CONH) ; 17.6 ((CH3)3CSi) ; 8.2 (CHsSi) ; 7.4 (CHsSi).

SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour Cy0H4N;010Si [M+Na]* 519.2350 ; trouvé 519.2353.

2-Amino-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-2-amino-1-O-tert-

butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-D-glucopyranose (90)

HO NH;
HON—-—Q HO OTBDMS
HO )
NH, OH

90

Une solution du composé 84 (260 mg, 0.24 mmol) dans un mélange
AcOEt/MeOH/H,0 (5/10/4, 25 mL) est hydrogénée en présence de 10% de Pd-C (100
mg) pendant 7 jours a température ambiante. Le mélange est filtré sur Célite® puis
le résidu est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (MeOH/AcOEt :
70/30 + triethylamine) avant d’étre lyophilisé pour donner le composé 90 sous la
forme d’un solide blanc (71 mg, 65%).

Rf 0.32 (MeOH/AcOEt : 70/30 + Et3N).

RMN "H (MeOD, 300 MHz) : & (ppm) 4.90 (d, 1H, J;2 = 8.0 Hz, H-1a) ; 4.52 (d, 1H,
Ji2 = 8.4 Hz, H-1b) ; 3.86 (m, 1H, H-6a) ; 3.79-3.71 (m, 2H, H-6b, H-3a) ; 3.66-3.52
(m, 3H, H-2b, H-6b, H-6a); 3.47-3.41 (m, 1H, H-4a) ; 3.34-3.29 (m, 1H, H-3b);
3.25-3.10 (m, 3H, H-5b, H-4b, H-5a) ; 2.65 (m, 1H, H-2a) ; 0.92 (s, 9H, (CH3)sCSi) ;
0.19 (s, 3H, CHsSi) ; 0.13 (s, 3H, CH;Si).

RMN '3C (MeOD, 125 MHz) : & (ppm) 102.4 (C-1b) ; 95.1 (C-1a) ; 80.8 (C-4a) ; 77.1
(C-5b) ; 75.3 (C-5a) ; 75.0 (C-3b) ; 71.1 (C-4b) ; 70.1 (C-2a) ; 69.7 (C-3a) ; 61.5 (C-



tel-00628743, version 1 - 4 Oct 2011

—
—_—

Partie expérimentale

6a) ; 60.8 (C-6b) ; 56.0 (C-2b) ; 25.4 ((CH3)3CSi) ; 17.6 ((CH3)3CSi) ; 8.2 (CH:Si) ; 7.6
(CH:Si).
SM-HR (ES+) : (m/z) Calc. pour CqsH3sN20sSi [M+Na]* 477.2244 ; trouvé 477.2337.

3,6-Di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-bD-glucopyranosyl-(1—4)-3,6-
di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B8-p-
glucopyranose (91)

BnO NHTCA

HO S NG Q  Bno OTBDMS
nO o [e)
NHTCA OBn

91

Une suspension du composé 70 (680 mg, 0.59 mmol) dans le méthanol (20 mL) est
traitée pendant une nuit de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 1.4 mg,
0.06 mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine
Amberlite IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine)
pour donner le composé 91 sous la forme d’une poudre blanche (485 mg, 74%).

Rf 0.46 (Toluene/AcOEt : 60/40 + Et3N).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.31-7.11 (m, 20H, 4Ph) ; 6.85 (d, 1H, Jynu =
8.1 Hz, NHa) ; 6.62 (d, 1H, J,nn = 7.5 Hz, NHb) ; 4.89 (d, 1H, Ji2 = 7.4 Hz, H-1b) ;
4.80-4.60 (m, 6H, 3CH,Ph) ; 4.44 (d, 1H, J12 = 7.7 Hz, H-1a) ; 4.33 (m, 2H, CH;Ph) ;
4.00 (t, 1H, J3 4 = 8.6 Hz, J45 = 8.6 Hz, H-4a) ; 3.84 (dd, 1H, J;3 =8.3 Hz, J34=9.5
Hz, H-3b) ; 3.65-3.45 (m, 6H, H-6a, H-6b, H-2a, H-2b, H-4b, H-3a) ; 3.42-3.34 (m,
2H, H-6a, H-6b) ; 3.32-3.29 (m, 2H, H-5a, H-5b) ; 3.27 (s, 1H, OH-4) ; 0.78 (s, 9H,
(CH3)3CSi) ; 0.06 (s, 3H, CHsSi) ; 0.01 (s, 3H, CHsSi).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) 161.7, 161.6 (2COCCLs) ; 138.4, 138.0, 137.8,
137.4 (C aromatiques) ; 128.5-127.4 (CH aromatiques) ; 98.9 (C-1b) ; 94.9 (C-1a) ;
92.6, 92.5 (2CCl3) ; 79.9 (C-3b); 77.8 (C-4a) ; 75.7 (C-3a) ; 74.6 (C-5a) ; 74.4 (C-
5b) ; 74.3, 74.0, 73.6, 73.4 (4CH,Ph) ; 73.1 (C-4b) ; 70.9 (C-6b) ; 68.3 (C-6a) ; 59.2
(C-2a) ; 57.6 (C-2b) ; 25.6 ((CH3);CSi) ; 17.8 ((CH3)3CSi) ; -4.1 (CHsSi) ; -5.0 (CH;Si).

ES+MS : (m/z) 1128 [M+Na]".
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Analyse élémentaire : Calc. pour CsoHgoClgN2O44Si: C 54.35, H 5.47, N 2.55,
trouvé : C 54.53, H5.67, N 2.51.

3,6-Di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-
3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B8-p-

NHTCA
BnO
HOS NG Q  BnO7/3 OTBDMS
nO 0] )

NHZ OBn

glucopyranose (92)

92

Une suspension du composé 71 (129 mg, 0.11 mmol) dans le méthanol (5 mL) est
traitée pendant une nuit de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 0.3 mg,
0.01 mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine
Amberlite IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 75/25 + triéthylamine)
pour donner le composé 92 sous la forme d’une poudre blanche (121 mg, 97%).

Rf 0.31 (Heptane/AcOEt : 65/35 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.39-7.18 (m, 25H, 5Ph) ; 6.62 (d, 1H, Jou =
7.4 Hz, NHa) ; 5.08 (m, 3H, CH;0, NHb) ; 4.97 (t, 1H, J12 = 7.5 Hz, H-1b) ; 4.77 (m,
2H, CH,Ph) ; 4.71 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.69 (d, 1H, J1, = 7.7 Hz, H-1a) ; 4.60 (m, 2H,
CH,Ph) ; 4.36 (m, 2H, CH,Ph) ; 3.95 (t, 1H, J34 = 8.4 Hz, H-3b); 3.91 (m, 1H, H-
3a); 3.75 (t, 1H, J3 4 = 8.6 Hz, J45 = 7.5 Hz, H-4a) ; 3.65-3.55 (m, 3H, H-2b, H-2a,
H-4b) ; 3.50 (dd, 1H, Js¢, = 4.9 Hz, Jeaep = 9.8 Hz, H-6b) ; 3.40 (dd, 1H, Js56. = 6.2
Hz, Jea,ep = 9.8 Hz, H-6a) ; 3.30-3.20 (m, 4H, H-5a, H-5b, H-6a, H-6b) ; 3.05 (s, 1H,
OH-4) ; 0.88 (s, 9H, (CH3)3CSi) ; 0.12 (s, 3H, CHsSi) ; 0.09 (s, 3H, CHsSi).

RMN 3C (CDCls;, 75 MHz) : & (ppm) 161.7 (COCCl3) ; 155.9 (CO,CH,Ph); 138.6,
138.4, 137.9, 137.5, 136.6 (C aromatiques) ; 128.6-127.3 (CH aromatiques) ; 100.4
(C-1b) ; 94.7 (C-1a) ; 92.6 (CCl3) ; 81.1 (C-3a) ; 77.8 (C-4a) ; 76.2 (C-5b) ; 74.5 (C-
3b) ; 74.2 (CH,Ph) ; 74.0 (C-5a) ; 73.9, 73.6, 73.3 (3CH,Ph) ; 73.0 (C-4b) ; 71.0 (C-
6a) ; 68.0 (C-6b) ; 66.7 (CH;0) ; 59.5 (C-2a) ; 57.2 (C-2b) ; 25.6 ((CH3)3CSi) ; 17.9
((CHs)3CSi) ; -4.1 (CH5Si) ; -5.0 (CHsSi).
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SM-HR (ES+): (m/z) Calc. pour Cs¢He7ClI3N,01Si [M+Na]® 1115.3427
trouvé 1115.3389.

3,6-Di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-bD-glucopyranosyl-(1—4)-3,6-
di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-B-

D-glucopyranose (93)

NHZ

BnO
HO Q  BnO OTBDMS
BnO-\& 0 o)

NHTCA OBn

93

Une suspension du composé 72 (1.11 g, 0.98 mmol) dans le méthanol (20 mL) est
traitée pendant une nuit de 0°C a température ambiante avec NaOMe (Na : 2.2 mg,
0.10 mmol, 0.1 éq). La solution est ensuite neutralisée en utilisant la résine
Amberlite IR-120 (H"), filtrée et concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine)
pour donner le composé 93 sous la forme d’une poudre blanche (750 mg, 70%).

Rf 0.26 (Heptane/AcOEt : 65/35 + Et3N).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 7.31-7.08 (m, 25H, 5Ph) ; 6.54 (d, 1H, Jonu =
7.4 Hz, NHb) ; 5.00 (d, 1H, Jnw = 9.0 Hz, NHa) ; 4.97 (s, 2H, CH;0) ; 4.77 (d, 1H,
Ji2 = 8.2 Hz, H-1a) ; 4.72-4.36 (m, 9H, H-1b, 4 CH,Ph) ; 3.98 (t, 1H, J3 4 = 8.8 Hz,
J2,3 = 8.8 Hz, H-3a) ; 3.68-3.50 (m, 7H, H-2b, H-3b, H-4b, H-4a, H-6b, H-6a, H-6a) ;
3.42 (dd, 1H, Js6a = 6.1 Hz, Jea 6p = 9.9 Hz, H-6b) ; 3.33-3.20 (m, 3H, H-2a, H-5b, H-
5a) ; 3.09 (s, 1H, OH-4) ; 0.82 (s, 9H, (CH3);CSi) ; 0.11 (s, 3H, CH;Si) ; 0.07 (s, 3H,
CH5Si).

RMN 3C (CDCl;, 125 MHz) : & (ppm) 161.8 (COCCl3) ; 155.7 (CO,CH.Ph); 138.9,
138.1, 138.0, 137.5, 136.5 (C aromatiques) ; 128.6-127.3 (CH aromatiques) ; 98.6
(C-1b) ; 95.6 (C-1a) ; 92.6 (CCl3) ; 79.9 (C-4a) ; 78.3 (C-3a) ; 75.7 (C-3b) ; 74.6 (C-
4b) ; 74.4 (C-5a) ; 74.3, 73.8, 73.7, 73.4 (4CH,Ph) ; 72.9 (C-5b) ; 71.1 (C-6a) ; 68.4
(C-6b) ; 66.6 (CH,0) ; 59.1 (C-2a) ; 57.9 (C-2b) ; 25.6 ((CH3);CSi) ; 17.9 ((CH3);CSi) ;
-4.1 (CH5Si) ; -5.1 (CHsSi).
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SM-HR (ES+): (m/z) Calc. pour CseHe7Cl3N2042ST [M+H]"  1093.3607
trouvé 1093.3641.

4-0-Aceétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-p-glucopyranosyl-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-1-O-trichloroacetimidoyl-

a-D-glucopyranose (94)

NH
OJ\CCI3

BnO TCAHN
AcO Q BnO 73
BnO-\& 0] )

NHTCA OBn

94

Un mélange constitué du composé 70 (400 mg, 0.35 mmol), d’acide acétique (24
uL, 0.42 mmol, 1.2 éq) et de BusNF.3H,0 (132 mg, 0.42 mmol, 1.2 éq) dans du THF
anhydre (5 mL) est agité 30 min a 0°C puis a température ambiante pendant une
nuit. Le THF est évaporé sous pression réduite puis le résidu est dilué dans AcOEt.
La phase organique est lavée par une solution saturée en NH4Cl puis par de l’eau
avant d’étre séchée et concentrée. Un mélange de ’hémiacétal obtenu, de CCI;CN
(0.35 mL, 3.49 mmol, 10 éq) et de DBU (13 pL, 0.09 mmol, 0.25 éq) dans du DCM
anhydre (5 mL) est agité pendant 1 h a température ambiante avant d’étre
concentré sans étre chauffé. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur
gel de silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine) pour donner le composé 94
sous la forme d’une poudre blanche (365 mg, 89%).

Rf 0.43 (Heptane/AcOEt : 60/40 + Et3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 8.67 (s, 1H, NH imidate) ; 7.43-7.19 (m, 20H,
4Ph) ; 6.73 (d, 1H, Jonw = 7.7 Hz, NHa) ; 6.47 (d, 1H, Jon = 7.7 Hz, NHb) ; 6.43 (d,
1H, J12 = 3.4 Hz, H-1a) ; 5.07 (t, 1H, J34 = 9.1 Hz, J45 = 9.1 Hz, H-4b) ; 4.82 (m,
2H, CH,Ph) ; 4.72 (d, 1H, J12 = 7.7 Hz, H-1b) ; 4.61 (m, 2H, CHsPh) ; 4.56 (m, 2H,
CH;Ph) ; 4.40 (m, 2H, CH,Ph) ; 4.30 (dd, 1H, J3 4= 9.1 Hz, J; 3 = 9.5 Hz, H-3b) ; 4.22
(dd, 1H, Jo3 = 10.9 Hz, H-2a) ; 3.90-3.72 (m, 4H, H-4a, H-3a, H-6a, H-6b) ; 3.63
(dd, 1H, Jsep = 2.1 Hz, J56, = 11.3 Hz, H-6b) ; 3.52-3.35 (m, 4H, H-2b, H-5b, H-5a,
H-6a) ; 1.92 (s, 3H, CH;CO).
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RMN *3C (CDCls, 75 MHz) : & (ppm) 169.7 (CO, Ac) ; 161.9, 161.8 (2COCCL;) ; 160.0
(C=NH) ; 137.9, 137.7, 137.6, 137.3 (C aromatiques) ; 128.7-127.6 (CH
aromatiques) ; 98.6 (C-1b); 94.1 (C-1a); 92.4, 92.0 (2CCls trichloroacétamido) ;
90.8 (CCl; imidate) ; 77.9 (C-4a) ; 75.2 (C-3b) ; 74.9 (C-3a) ; 74.3 (C-5a) ; 73.8 (C-
5b) ; 73.6, 73.6, 73.5, 73.1 (4CH,Ph) ; 71.4 (C-4b) ; 69.3 (C-6b) ; 67.3 (C-6a) ; 57.9
(C-2a) ; 53.9 (C-2b) ; 20.9 (CH5CO).

SM-HR (ES+): (m/z) Calc. pour CusHssCloN3O1; [M+Na]® 1196.0332 ;
trouvé 1196.0337.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-1-O-

trichloroacétimidoyl-a-b-glucopyranose (95)

bl
zeN§~ CCh
BnO
AcO Q. BnO7/;
BnO-\Z o) o)

NHTCA OBn

95

Un mélange constitué du composé 72 (416 mg, 0.37 mmol), d’acide acétique (37
pL, 0.65 mmol, 1.8 éq) et de BusNF.3H,0 (210 mg, 0.67 mmol, 1.8 éq) dans du THF
anhydre (10 mL) est agité 30 min a 0°C puis a température ambiante pendant une
nuit. Le THF est évaporé sous pression réduite puis le résidu est dilué dans AcOEt.
La phase organique est lavée par une solution saturée en NH4Cl puis par de ’eau
avant d’étre séchée et concentrée. Un mélange de ’hémiacétal obtenu, de CCI3CN
(0.37 mL, 3.69 mmol, 10 éq) et de DBU (20 pL, 0.13 mmol, 0.36 €q) dans du DCM
anhydre (5 mL) est agité pendant 1 h a température ambiante avant d’étre
concentré sans étre chauffé. Le résidu est purifié par chromatographie liquide sur
gel de silice (Heptane/AcOEt : 65/35 + triéthylamine) pour donner le composé 95
sous la forme d’une poudre blanche (180 mg, 48%).

Rf 0.29 (Heptane/AcOEt : 65/35 + Et;3N).

RMN "H (CDCls, 300 MHz) : & (ppm) 8.62 (s, 1H, NH imidate) ; 7.37-7.18 (m, 25H,
5Ph) ; 6.83 (d, 1H, Jonna = 8.7 Hz, NHa) ; 6.61 (d, 1H, Jonms = 8.1 Hz, NHb) ; 6.31
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(d, 1H, J12 = 3.4 Hz, H-1a) ; 5.14-4.99 (m, 3H, H-4b, CH;0) ; 4.74-4.35 (m, 11H,
4CH,Ph, H-2a, H-3a, H-1b) ; 4.25 (t, 1H, J3 4= 9.4 Hz, J; 3 = 9.4 Hz, H-3b) ; 4.09 (m,
1H, H-5a) ; 3.84-3.58 (m, 5H, H-2b, H-5b, H-4a, H-6a, H-6b) ; 3.50-3.36 (m, 2H, H-
6b, H-6a) ; 1.92 (s, 3H, CH3CO).

RMN "3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) 169.7 (CO, Ac); 168.7 (CO,CH,Ph); 161.9,
(COCCl3) ; 159.9 (C=NH); 137.9, 137.7, 137.5, 137.3, 136.9 (C aromatiques) ;
128.8-127.6 (CH aromatiques); 99.0 (C-1a); 98.0 (C-1b); 92.0 (CCls
trichloroacétamido) ; 90.7 (CCl; imidate) ; 77.7 (C-4a) ; 76.0 (C-3b) ; 74.4 (C-3a) ;
73.9, 73.5 (2CH,Ph) ; 73.4 (C-5a) ; 73.3, 72.2 (2CH,Ph) ; 71.9 (C-5b) ; 71.4 (C-4b) ;
69.5 (C-6a) ; 68.9 (C-6b) ; 66.8 (CH,0) ; 58.1 (C-2a) ; 54.1 (C-2b) ; 20.9 (CH;CO).
ES+MS : (m/z) 1005 [M-CCl3CONH]".

Analyse élémentaire : Calc. pour Cs4HssClgN3Oq3 : C 55.79, H 4.75, N 3.60, trouvé :
C 55.22, H4.29, N 3.72.

4-0-Acétyl-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-p-glucopyranosyl-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-B-p-glucopyranosyl-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-1-O-tert-butyldiméthylsilyl-2-désoxy-2-

trichloroacétamido-B-p-glucopyranose (96)

OBn NHTCA OBn
(@] e} Q
Ao\s B Lo Bro-\z OTBDMS
NHTCA OBn NHTCA
96

Un mélange composé de l’accepteur 91 (197 mg, 0.18 mmol) et du donneur 58
(246 mg, 0.36 mmol, 2 éq) dans du DCM anhydre (6 mL) est agité pendant 30 min a
température ambiante sous argon. BFs;.Et;0 (4.5 pL, 0.04 mmol, 0.2 éq) est
additionné et le mélange est agité pendant 40 min. Le milieu est neutralisé par
ajout de triéthylamine avant d’étre concentré sous pression réduite. Le résidu est
purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (Toluéne/AcOEt: 90/10 +
triéthylamine) pour donner le trisaccharide 96 sous la forme d’un solide blanc (194
mg, 67%).

Rf 0.30 (Toluéne/AcOEt : 80/20 + Et;N).
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RMN 'H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) 7.45-7.16 (m, 30H, 6Ph) ; 6.79 (d, 1H, Jonn =
8.2 Hz, NHa) ; 6.56 (d, 1H, Janw = 7.9 Hz, NHc) ; 6.50 (d, 1H, J2nu = 8.5 Hz, NHb) ;
5.07 (t, 1H, J34 = 9.1 Hz, Js5 = 9.1 Hz, H-4c) ; 4.77 (d, 1H, J12 = 7.6 Hz, H-1a) ;
4.71 (d, 1H, J12 = 7.6 Hz, H-1c) ; 4.66 (d, 1H, J12 = 8.2 Hz, H-1b) ; 4.63-4.48 (m,
12H, 6CH,Ph) ; 4.12-4.08 (m, 3H, H-5b, H-4b, H-4a) ; 3.92 (dd, 1H, J34 = 9.8 Hz,
J2,3 = 8.5 Hz, H-3a) ; 3.78-3.73 (m, 3H, H-2c, H-3c, H-6a) ; 3.69-3.55 (m, 5H, H-6a,
H-5a, H-3b, H-2a, H-2b) ; 3.47-3.40 (m, 3H, H-5c, H-6c, H-6b) ; 3.34-3.27 (m, 2H,
H-6¢c, H-6b); 1.97 (s, 3H, CH3CO) ; 0.98 (s, 9H, (CHs3)3CSi); 0.13 (s, 3H, CHsSi);
0.07 (s, 3H, CHsSi).

RMN 3C (CDCl;, 125 MHz): & (ppm) 170.2 (CO, Ac); 162.3, 162.2, 162.1
(3COCCl3) ; 139.0, 138.7, 138.5, 138.4, 138.1, 137.9 (C aromatiques) ; 129.3-127.9
(CH aromatiques) ; 99.6 (C-1b) ; 99.0 (C-1c) ; 95.3 (C-1a) ; 93.1, 93.0, 92.9 (3CCl;)
; 79.1 (C-3b) ; 78.5 (C-3c) ; 78.4 (C-3a) ; 76.5 (C-5b) ; 76.5 (C-5¢c) ; 75.2 (CH,Ph) ;
75.1 (C-5a); 75.0 (C-4c) ; 74.7, 74.3, 74.2, 74.0 (4CH,Ph); 73.9 (C-4b); 73.8
(CH,Ph) ; 72.2 (C-4a) ; 70.2 (C-6b) ; 68.9 (C-6¢) ; 68.8 (C-6a) ; 60.1 (C-2a) ; 58.5 (C-
2c¢) ; 58.2 (C-2b) ; 26.1 ((CH3)3CSi) ; 21.4 (CH3CO) ; 18.4 ((CH3)3CSi) ; -3.6 (CHsSi) ; -
4.5 (CHsSi).

SM-HR (ES+): (m/z) Calc. pour Cy4HgsCloN3O¢7Si [M+Na]™ 1652.2798 ;
trouvé 1652.2664.

Préparation de |’acétate d’hydrazine AcONH;NHj;

De U’hydrazine monohydraté (30 mL, 0.618 mol) est dissous dans de |’éther (30
mL). Le milieu réactionnel est refroidi a 0°C puis une solution d’acide acétique (30
mL, 0.525 mol) dans de l’éther (30 mL) est additionnée goutte a goutte. Apres une
heure de réaction a 0°C, le précipité est stocké deux heures au réfrigérateur. Le
solide est filtré et lavé par de Uéther. Le produit est purifié par une
recristallisation dans le méthanol en veillant a ne pas étre trop chauffé pour

conduire a l’acétate d’hydrazine sous la forme de cristaux blancs (32.34 g, 67%).
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Nouvelle méthode de préparation de chitooligosaccharides possédant une
structure et une architecture controlées

La bioactivité des chitooligosaccharides semble dépendre des degrés de N-
acétylation et de polymérisation ainsi que de la distribution des unités répétitives
D-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine. Afin de préparer des structures
parfaitement définies, nous avons développé une nouvelle méthode basée sur la
synthése chimique totale d’oligosaccharides pouvant étre décrite en trois étapes :
1- préparation de quatre monosaccharides jouant le role de donneurs et accepteurs
de GlcN et GlcNAc

2- formation des oligosaccharides protégés suite a la réaction de couplage d’un
donneur de GlcN/GIlcNAc avec un accepteur de GlcN/GlcNAc

3- suppression des groupes protecteurs permettant ['obtention des
chitooligosaccharides cibles

Un avantage important de cette stratégie vient de sa convergence. Ainsi, chaque
structure protégée de chitooligosaccharide peut étre convertie en un nouveau
donneur ou accepteur de glycosyle par modification chimique, conduisant ensuite
aux chitooligosaccharides de plus haut DP.

New method for the preparation of chitooligosaccharides with controlled
structure and architecture

Bioactivity of chitooligosaccharides seems to depend on their degrees of N-
acetylation and polymerisation but also the sequence of the D-glucosamine and N-
acetyl-D-glucosamine units. To prepare well defined structures, we have developed
a new method based on the total chemical synthesis of oligosaccharides described
in three stages:

1- preparation of four monosaccharides playing the role of donors and acceptors of
both GlcN and GlcNAc

2- formation of protected oligosaccharides by the coupling reaction of one
GlcN/GlcNAc donor with one GlcN/GLlcNAc acceptor

3- removal of protecting groups to generate targeted chitooligosaccharides

An important advantage of this strategy is based on its convergence. Thus, each
protected chitooligosaccharide structure can be converted into a new glycosyl
donor or acceptor, thanks to chemical modifications, and then leads to higher DP
chitooligosaccharides.

Discipline : chimie organique
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Chitooligosaccharides, totale chemical synthesis of oligosaccharides, convergent
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