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quant.
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L’infection de certaines plantes [égumineuses (luzerne, soja, pois...) par des bactéries de la
famille Rhizobium, se traduit par une association symbiotique entre la plante et la bactérie.
En effet, cette derniére est capable de fixer I’azote de I’air et, grace a son activité de
nitrogénase, de le transformer en ammonium, élément essentiel pour la croissance de la
plante qui, aprés réduction, entre dans la synthése d’acides aminés et par conséquent de
protéines.

Cette symbiose est possible grace a un échange de messagers biologiques dont font partie
les facteurs de nodulation, ou facteurs Nod. Ces molécules sont des
lipochitooligosaccharides (LCOs) diversement substitués. C’est notamment cette diversité
qui confere la spécificité plante/bactérie a I’association.

Dans I’optique de mieux comprendre les différents processus intervenant au cours de cette
association, mon travail de these a pour but la préparation d’analogues sulfurés de facteurs
Nod. L’introduction d’une liaison sulfurée devrait rendre ces messagers chimiques moins
sensibles a I’action de certaines enzymes, les chitinases. Cela devrait permettre de mieux
comprendre le mécanisme de régulation de la nodulation par les chitinases et, a long terme,
de limiter éventuellement I’apport en engrais azotés dont on connait I’impact néfaste sur

I’environnement.

Nous évoquerons, dans une premiére partie, les différentes syntheses de facteurs Nod et
d’analogues décrites dans la littérature. Nous présenterons, dans une seconde partie, nos
résultats concernant la synthése chimique de précurseurs d’analogues de facteurs Nod.
Enfin, dans la derniére partie, nous décrirons nos travaux préliminaires dans le domaine de

la synthése enzymatique de ces mémes précurseurs.

PAGE 13
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Nutrition et croissance des vegetaux

L’azote est un élément essentiel a la vie puisqu’il constitue un des quatre éléments
principaux a la base des molécules organiques présentes dans le monde du vivant. Il entre
en effet dans la composition des acides aminés, des acides nucléiques, des protéines, de la
chlorophylle, des alcaloides..., molécules indispensables au développement et a la

croissance des plantes.

Les plantes ne peuvent assimiler directement qu’une tres faible proportion (environ 2%)
des réserves en matiere azotée des sols. Ces réserves sont libérées lors de processus
biologiques ou chimiques soit sous forme d’ions nitrate (NOs"), soit sous forme d’ions
ammonium (NH,"), directement assimilables par la plante. L’homme fait alors appel a
d’autres sources d’azote pour accélérer la croissance de la plante : les engrais azotes,
colteux et trés souvent polluants (on estime a environ 2% de la consommation annuelle de
pétrole I’énergie nécessaire a la production d’ammoniac essentiellement utilisé pour la

production d’engrais azotés).

L’Union Nationale des Industries de la Fertilisation et de I’ Agriculture* (UNIFA) estime
que sur 9 Mt par an d’azote assimilé par les sols, I’apport en engrais azotés constitue la
deuxiéme source d’azote avec 2.4 Mt par an (27%), derriére la minéralisation de la matiére
organique des sols avec 3 Mt par an (33%). Cette utilisation intensive d’engrais, toujours
en augmentation, pose d’importants problemes environnementaux. En France, on estime
actuellement que la présence de nitrates dans les eaux continentales provient a 66% de
I’agriculture, suite a I’épandage intensif d’engrais azotés ou de lisier. La pollution des eaux
par les nitrates présente un double risque. Ingérés en trop grande quantité, les nitrates ont
des effets toxiques sur la santé. Ils peuvent, par exemple, étre a I’origine de cancers gastro-
intestinaux. C’est pour cela que I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a imposé un
taux maximal de nitrates de 50 mg/L, taux au-dessus duquel les eaux sont considérées
comme non potables. En absence de contamination, ce taux est de 0.1 a 1 mg/L. Le
deuxieme risque de pollution, en association avec les phosphates, est la modification de

I’équilibre biologique des milieux aquatiques en provoquant des phénomenes

PAGE 17
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d’eutrophisation, c’est-a-dire, I’enrichissement en éléments nutritifs des eaux de surface

qui aboutit a la disparition de la vie aquatique.

L’essentiel de cette pollution est di a la différence entre les apports en nitrates et la
consommation effective par les plantes. En France, selon un bilan du ministére de
I’agriculture, cet excédent est passé de 320 000 t par an en 1995 a 400 000 t par an en
1997. Les régions les plus touchées sont la Bretagne, la Champagne-Ardenne, le Centre, le

Poitou-Charente et I’lle-de-France.

On comprend aisément I’intérét de trouver des solutions beaucoup moins polluantes et

coliteuses.

L’azote atmosphérique (N2) représente une source naturelle d’azote importante
puisqu’elle constitue environ 79% de notre atmosphére. Cependant, les plantes sont
incapables de fixer ou de réduire directement I’azote moléculaire. En revanche, certaines
bactéries sont capables de transformer I’azote atmosphérique en ion ammonium, faisant

entrer ainsi le diazote dans le cycle biologique de I’azote.

On connait actuellement 90 genres de bactéries diazotrophes (Tableau 1). Une des
familles les plus étudiées est la famille Rhizobium (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium) dont les différentes espéces sont capables d’établir un processus de
symbiose avec certaines plantes légumineuses (Fabacées, Figure 1), permettant aux
bactéries de fixer I’azote atmosphérique et de le métaboliser en ion ammonium,

directement assimilable par la plante.

PAGE 18
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Espéce bactérienne

Principaux hotes

Rhizobium R. meliloti Medicago  (luzerne), Melilotus  (mélilot),
Trigonelle (trigonelle)
R. leguminosarum Pisum (pois), Vicia (vesce), Lathrys (pois de
bv. viciae senteur), Lens (lentille)
bv. trifoli Trifolium (trefle)
bv. phaseoli Phaseolus vulgaris (haricot)
R. tropici Phaseolus  vulgaris  (haricot), Leucaena,
Macroptilium
R. etli Phaseolus vulgaris (haricot)
R. loti Lotus (lotier)
Rhizobium sp. NGR234 Plus de 70 genres de légumineuses tropicales,
Parasponia (non légumineuse)
R. fredii Glycine (soja), Vigna
Bradyrhizobium  B. japonicum Glycine (soja)
Bradyrhizobium sp. Souche Parasponia (non légumineuse)
« Parasponia »
Azorhizobium A. caulinodans Sesbania (nodosités sur tiges)

Tableau 1 : Quelques exemples de bactéries et de légumineuses associées

PAGE 19
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Trefle

Figure 1 : Quelques exemples de légumineuses
Une meilleure connaissance du processus de nodulation (messagers biologigues,
symbiose plante/bactérie, ...) permettrait une utilisation plus efficace de I’azote de I’air et

éviterait I’apport massif d’engrais azotes.

PAGE 20
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Symbiose azotée

L’établissement de la symbiose plante/bactérie est un phénomene relativement

complexe. Schématiquement, quatre étapes la constituent :

Vivant dans la rhizosphére de leur plante héte, les bactéries sont d’abord attirées par

chimiotactisme vers les poils racinaires de celle-ci. En effet, les plantes exsudent par leurs

racines des molécules particuliéres, les flavonoides®* (Figure 2 et A sur Figure 3).

daidzéine coumestrol

Figure 2 : Exemples de flavonoides>*

e Ces flavonoides vont interagir avec une protéine régulatrice propre a la bactérie, la
protéine NodD>, qui va activer la transcription des génes nod de la bactérie, produisant
ainsi les facteurs de nodulation (facteurs Nod), messagers biologiques élémentaires dans ce
processus symbiotique. Ces facteurs Nod induisent alors, grace a des récepteurs

spécifiques placés sur les racines®, la formation du primordium nodulaire (B sur Figure 3).

e Les bactéries, présentes dans la rhizosphere, s’attachent alors a I’extrémité des poils
absorbants des racines. Le mécanisme d’accrochage n’est pas totalement connu mais
quelques hypothéses ont néanmoins été avancees. La plus probable repose sur la présence a

la surface des poils racinaires de lectines’® (glycoprotéines capables de reconnaitre et de se

PAGE 21
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lier spécifiquement a certains saccharides) interagissant avec les polysaccharides
compatibles se trouvant a la surface de la bactérie Rhizobium, constituant ainsi un point
d’attache. La présence de ces bactéries au contact des racines de la plante provoque la
déformation des poils absorbants® qui se recourbent en « crosses de berger » au centre
desquelles les bactéries se concentrent™.

Les bactéries pénétrent alors les poils absorbants par une invagination de la

membrane plasmique de la cellule du poil. L’invagination est prolongée par une

1112 (C sur Figure 3) qui progresse

structure tubulaire : le cordon d’infection
jusgu’aux cellules du cortex racinaire ou il se ramifie. Les bactéries sont ensuite
libérées & I’intérieur des cellules corticales®.

Aprés avoir accueilli les bactéries, le primordium nodulaire (initié par la
reconnaissance des facteurs Nod par la plante) va se développer pour former un

nouvel organe végétal : le nodule.

Les bactéries différenciées en bactéroides (I sur Figure 3) lors de I’entrée dans le
primordium, sont alors capables de réduire I’azote atmosphérique en ion ammonium grace
a I’action des nitrogénases produites par ces bactéroides. L’ion ammonium ainsi produit est
ensuite assimilé en glutamine et en glutamate par I’action de deux enzymes : la glutamine
et la glutamate synthases'®. Aprés transamination, la synthése d’asparagine, forme

principale de transfert de I’azote réduit chez les légumineuses, se produit.

PAGE 22
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A La plante sécréte des flavonoides CELLULE

DE LA
e RACINE
Flavonoide/ .
Bactérie \o °q I. E
Rhizobium / U '

Nodule
commengant fig
a se former AN BACTEROIDE

SOL

P —

E

/{‘. Nod Vs Sy N N
Flavonoides \ . S B / D
“ T — . [Les bactéries

B Les flavonoides stimulent i
les cellules bactériennes dlﬁ'ére{lclgm
qui produisent les facteurs SIL BagiHr] dos
Nod qui vont induire cap?bk_:s 4z
la formation de nodules e ;
l'azote de l'air

1 W.\‘Polysaccharides
-/ “Bactérie ( POILS

C Formation de cordons infectieux dans les e e TIRUX e
poils racinaires permettant aux bactéries, N
reliées entre elles par des polysaccharides,
de pénétrer jusqu'aux cellules de la racine

Figure 3 : Schéma du processus de symbiose azotée reproduit a partir de R. Losyck et D.
Kaiser'*

Lors de I’interaction plante/bactérie, I’infection bactérienne est totalement profitable a
la plante, par I’apport azoté que lui fournit la bactérie. Mais elle est également bénéfique

pour cette derniére sous sa forme de bactéroide, car elle regoit de la plante les unités

PAGE 23
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saccharidiques nécessaires pour produire I’énergie indispensable a la fixation de I’azote et
par conséquent pour se développer. De plus, le nodule forme une niche biologique unique
assurant a la bactérie une protection contre I’oxygéne et évitant une quelconque
compétition, rencontrée dans le milieu naturel, avec d’autres especes bactériennes. Lors de
cette symbiose plusieurs messagers biologiques, comme les flavonoides et les facteurs de

nodulation, jouent un rdle important dans I’association spéecifique plante/bactérie.

Depuis plusieurs années, de nombreuses équipes de recherche se sont intéressées aux
facteurs Nod, a leur structure ainsi qu’a leur activité spécifique lors de la symbiose

plante/bactérie.

Structure des facteurs Nod

La structure des facteurs de nodulation a été établie pour la premiere fois par Lerouge et

1.1 en 1990 chez Rhizobium meliloti. Par la suite, la structure d’autres facteurs Nod a

col
été élucidée chez Rhizobium (Tableau 2). Ce sont des lipochitooligosaccharides (LCOs)
constitués d’un squelette de chitine, c’est-a-dire d’unités de N-acétyl-D-glucosamine reliées
entre elles par des liaisons B-1,4 (Figure 4). Ces oligomeéres possedent tous une chaine
grasse polyinsaturée sur I’atome d’azote de I’unité non réductrice. Selon les espéces
bactériennes, les substituants portés par I’atome d’oxygene en position 6 de I’unité
réductrice peuvent étre soit un groupe sulfate soit un groupe Me-fucosyle. On peut
également rencontrer sur I’unité non réductrice, un groupe acétate en position 6 et un
groupe méthyle sur I’atome d’azote. Le nombre d’unités de N-acétyl-D-glucosamine

constituant le facteur Nod est généralement compris entre 3 et 5 (Tableau 2).

A B C(n=1) D
cCD(n=2) E
ORs OoH OoH
OR
HO ° o © 0o 5
HO RNR HO ° o
2Ry NHAc HO NHAD  HO OR;
NHAC
n
n=01,2

Figure 4 : Structure générale des facteurs de nodulation
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La nomenclature utilisée pour nommer les facteurs de nodulation est la suivante. Le
préfixe Nod est suivi du nom abrégé de I’espéece bactérienne (par exemple Rm pour
Rhizobium meliloti) et d’un chiffre romain désignant le nombre d’unités de N-acétyl-D-
glucosamine. Entre parenthéses sont précisees la nature de la chaine grasse située a
I’extrémité non réductrice et les substitutions (Ac pour O-acétyl, S pour groupement
sulfate, etc.). A titre d’exemple, le facteur Nod NodRmIV (C16:2,S), le plus abondant chez
R. meliloti, est un oligomere de 4 unités possédant un acide gras de 16 atomes de carbone,

une insaturation en position 2 et un groupement sulfate sur I’unité réductrice.

Souche R1 R R3 R4 Rs n
C16:2, C16:3,
R. meliloti H | C18,C26(w- | Ac (O-6) S H |012
1)OH
R.l.bv.viciae | H | C18:1,C18:4 | Ac (0-6) H H 1,2
R. tropici Me Cci18:1 H S, H H 2
R. fredii H c18:1 H Merie |y 0,1,2
Fuc
R. NGR234 Me C18:1 Cb MeFuc | H 2
B. japonicum | H Cci18:1 H MeFuc | H 2
A. caulinodans | Me Cci18:1 Cb (0O-6) Fuc |Ara| 1,2

Tableau 2 : Exemples de substitutions rencontrées chez les facteurs Nod (d’apres Dénarié

et al.’®)

Biosynthese des facteurs Nod

La biosynthese des facteurs Nod est assurée essentiellement par les genes bactériens de
nodulation nod. Les fonctions de ces génes ont été déterminées a la fois par I’analyse
génétique de mutants de différentes souches de Rhizobium et par des études d’activités
enzymatiques in vitro.

La synthése du squelette des facteurs Nod est déterminée par les genes communs

nodABC'® (génes que I’on retrouve chez tous les Rhizobium). La protéine NodC est une N-
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acétylglucosaminyltransférase (ou oligochitine synthase) qui est responsable de la synthese
du squelette d’oligochitine des facteurs Nod. La protéine NodB est responsable de la N-
désacétylation de I’unité non réductrice’’ alors que NodA est une N-acyltransférase qui

permet I’introduction de la chaine grasse sur I’atome d’azote de I’unité non réductrice®®.

Les différentes substitutions propres a certaines souches de Rhizobium sont dues, quant
a elles, a des genes dits hotes-spécifiques.

Par exemple, le géne nodH™, présent chez R. meliloti, code pour une sulfotransférase
qui va permettre I’introduction d’un groupement sulfate sur I’unité réductrice. La protéine
NodL permet chez R. meliloti I’acétylation sur ['unité non réductrice. Chez
Bradyrhizobium le géne nodZ code pour une fucosyltransférase qui ajoute un groupement
fucosyle sur I’unité réductrice.

Il existe un dernier type de gene : les génes régulateurs, comme par exemple le géne
nodD qui code pour la protéine NodD, celle-ci s’associant avec les flavonoides excrétés
par la plante et activant la transcription des genes nod.

Cette protéine NodD, ainsi que d’autres facteurs comme les différentes substitutions des
facteurs Nod et les récepteurs membranaires de ces derniers, constituent la spécificité de
I’association plante/bactérie.

Speécificité plante/bactérie

Le phénoméne de symbiose comporte différents niveaux de spécificité. Les deux
premiers niveaux concernent la bactérie, le troisieme concerne la plante. Le premier niveau
de specificité est constitué par I’association flavonoides/protéine NodD. En effet, les
protéines NodD de différentes espéces de Rhizobium sont capables de reconnaitre des
flavonoides différents. Ainsi, la naringénine induit I’expression des genes nod chez R.
leguminosarum et la daidzéine chez R. japonicum. Toutefois, cette spécificité n’est pas
totale car une protéine NodD est capable de reconnaitre plusieurs flavonoides différents et
une espece de légumineuse produit généralement un mélange de flavonoides.

L’intervention d’autres facteurs est donc nécessaire pour expliquer cette spécificité.

Le deuxiéeme niveau de specificité est expliqué par la différence de substitution des

facteurs Nod. En effet, les facteurs Nod produits par R. meliloti sont actifs sur les racines
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de la luzerne mais pas sur celles de la vesce® (hote de R. leguminosarum bv. Viciae). La
différence entre ces facteurs Nod est basée sur la présence ou I’absence d’un groupement

1.1° ont démontré

sulfate en position 6 de I'unité réductrice. En 1991, Roche et a
I’importance du groupement sulfate chez R. meliloti pour induire la nodulation. Par la
suite, grace a des mutants nod, il a été démontré I’importance des substitutions pour la

spécificité des bactéries vis-a-vis de leur plante-hote.

Le troisieme niveau de spécificité est basé sur la reconnaissance des facteurs Nod par
des récepteurs spécifiques situés sur les racines® de la plante. Cette reconnaissance serait
possible grace & des lectines de surface?’, propres & chaque légumineuse et capables de
s’associer a un polysaccharide. Cependant, peu de donnees sont disponibles actuellement
sur ce sujet. La spécificité, ici, ne dépendrait donc plus seulement de la structure des
facteurs Nod (et donc de la bactérie) mais aussi des récepteurs végétaux. En d’autres
termes, la spécificité serait également contrélée par la plante.

Le phénomene de reconnaissance sur lequel est basé la symbiose azotée, est donc trés
complexe. La connaissance des différents mécanismes biologiques impliqués dans cette

association symbiotique, nécessite, par conséquent, de nombreuses études.

Régulation de la nodulation

Les facteurs Nod, indispensables a la symbiose plante/bactérie, agissent a de faibles
concentrations (entre 10™ et 10”° M). La quantité de facteurs Nod produits par la bactérie,

est en fait régulée par les deux partenaires de la symbiose.

La production de facteurs Nod est régulée chez la plupart des bactéries par des protéines
régulatrices, notamment NodD. Celle-ci se lie au niveau des opérons, en aval des genes
nod, a des séquences dénommées « nod-Box », activant ainsi la transcription des génes nod
responsables de la synthése des facteurs Nod. Il existe également des flavonoides qui, en
interagissant avec la protéine NodD, répriment I’expression de génes nod et par

conséquent, diminuent la production de facteurs Nod. Chez R. meliloti?*?

, On retrouve
également une protéine, NoIR, capable de se fixer en aval de la « nod-Box » et de limiter

ainsi la fixation de I’ARN polymérase ainsi que celle de NodD par encombrement. La
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protéine NolR inhibe ainsi la transcription des génes nod® et participe a la régulation de la

production de facteurs de nodulation.

Quant a la plante, elle peut contréler indirectement la production des facteurs Nod par
I’intermédiaire de ses flavonoides. Par exemple, en cas de carence azotée, la plante produit
plus de flavonoides, favorisant ainsi le chimiotactisme et la nodulation®®. De plus, certains

flavonoides activent la synthése de facteurs Nod alors que d’autres la répriment®.

Un autre mode de régulation de la nodulation par la plante est I’action des chitinases.
Les chitinases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons p-1,4 des
chitooligosaccharides possédant au moins trois unités. De maniére générale, les chitinases
ont un réle important pour la plante. En effet, elles sont utiles dans la défense contre des
pathogénes tels que les champignons dont la paroi cellulaire est composée de chitine®.
Mais elles sont également impliquées dans la régulation de la production de facteurs Nod.
En effet, la structure chitinique des facteurs de nodulation en font des substrats pour ces
enzymes. Par exemple, dans I’association R. meliloti/Medicago les chitinases sont
associées a I’avortement des cordons d’infection®” et par conséquent & la limitation du

phénomene de nodulation.

Cependant, I’activité de dégradation racinaire des facteurs Nod dans le cas de
I’association R. meliloti/Medicago sativa, présente un profil particulier qui ne ressemble
pas a celui des chitinases connues. Contrairement aux chitinases classiques, cette enzyme
dégrade tous les facteurs Nod de R. meliloti (et méme les facteurs Nod possédant un
groupement sulfate) en clivant toujours la méme liaison et en formant des dimeéres acylés®.
Cette activité particuliere est désignée par le sigle DFE (Dimer Forming Enzyme).
Balland-Vanney?® explique que cette enzyme particuliére, qui est en fait une Nod Factor
Hydrolase (NDFH), est spécifique des plantes hotes de R. meliloti et que I’on ne retrouve

pas cette activité chez les autres Fabacees.

De nombreuses équipes se sont alors intéressées a la préparation de facteurs Nod et
d’analogues afin d’étudier les relations structure/activité de ces oligosaccharides et de
comprendre les différents mécanismes chimiques ou biologiques impliqués dans cette

association symbiotique.
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Chapitre 1. Syntheses de facteurs Nod

Dans les années 90, I’intérét croissant pour la symbiose azotée et ses possibles
applications ont poussé plusieurs équipes de recherche a préparer des facteurs Nod afin

d’étudier ce phénomene.

Deux méthodes d’obtention des facteurs Nod ont été utilisées : soit I’isolement du

milieu naturel, soit la synthese chimique ou biochimique.

Isolement du milieu naturel

Dans le but de caractériser les messagers biologiques intervenant dans la symbiose

plante/bactérie, différentes équipes™ "

ont extrait des facteurs Nod a partir de cultures de
bactéries génetiquement modifiées pour surexprimer les génes nod responsables de la
production des facteurs Nod'®32. Par exemple, Lerouge et coll.'® ont été les premiers, en
1990, a identifier un facteur Nod gréce a I’utilisation de mutants tels que la souche EJ355

de Rhizobium meliloti.

Il existe deux types d’extraction pour isoler les facteurs Nod naturels :

e Extraction liquide/liquide™**"

. le filtrat de culture est extrait par un solvant
organique puis purifié par chromatographie sur résine échangeuse d’ions et HPLC sur
phase inverse. A titre d’exemple, les facteurs Nod isolés de la souche HH103 de Rhizobium
Fredii** sont obtenus aprés extraction du milieu de culture au n-butanol, suivie de

purifications par HPLC sur phase Cys.

e Extraction liquide/solide : I’extraction du filtrat de culture est réalisée par passage
direct sur colonne, comme par exemple pour les facteurs de nodulation de Rhizobium sp.
NGR234% ou le milieu de culture est extrait directement par un passage sur une colonne

phase inverse Cys.
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Synthéses chimiques

Toutes les synthéses de facteurs Nod décrites dans la littérature sont des syntheses
multistades, longues et se traduisant par des rendements relativement faibles.

Généralement, ces syntheses reposent sur la fonctionnalisation de I’oligosaccharide
chitinique préalablement préparé. Les fonctionnalisations concernent principalement la
position 6 de I’unité réductrice (SOsH, MeFuc) ainsi que la fonction amine de I’unité non

réductrice par introduction d’une chaine grasse.

Synthése de Nicolaou

En 1992, Nicolaou et coll.** ont décrit la premiére synthése de facteurs Nod sulfatés,
actifs sur la luzerne (10 et 11) ainsi que leurs homologues non sulfatés actifs sur la vesce (8
et 9) (Schéma 1). Ce schéma décrit la construction du squelette de chitine par des réactions
de glycosylations successives. Les donneurs de glycosyles utilisés sont des monomeres
possédant en position anomérique 3 un atome de fluor. La préparation du tétrasaccharide 7
a eté réalisée par glycosylation du fluorure 1 et de I’accepteur 2 pour donner, dans un
premier temps, le disaccharide 3. Celui-ci génére le trisaccharide 4 par glycosylation avec
le méme donneur de glycosyle 1. Des réactions de déprotection puis de protection des
différentes fonctions amines, suivies d’une troisieme glycosylation avec le donneur 5,
fournissent le tétrasaccharide 6. Les étapes suivantes sont I’acylation de I’unité non
réductrice pour donner le tétrasaccharide commun 7, précurseur de NodRmlV (S) 11, de
NodRmIV (Ac, S) 10 et de leurs homologues non sulfatés 8 et 9, selon deux voies
distinctes.

Tous ces lipochitooligosaccharides sont obtenus avec des rendements de I’ordre de 1% a

partir du compose 2.
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omP OTBDPS omP OTBDPS
o] o) o) o)
AcO F + HO OMP — 3 HO o OMP
PMBO NPhth PMBO NPhh ——> PMBO \priMBO NPhth
OMP OoMP OTBDPS
3 HO 0 0 OMP
%
2 p— PMBO HNAG PMBO HiAc PMBO HNAG
OTBDMS OTBDMS OMP omP OTBDPS
o] o) o o) o)
4 4+ PMBO F — PMBO o) 0 o) OMP
é
= PMBO NPhth PMBO NH, PMBO HNAG PMBO HNAc PMBO HNAG

OR, OMP OMP OR,
6 o (0] o o
+ R,COOH — PMBO o o o OoMmP
- —
PMBO NH PMBO HNAc PMBO HNAc PMBO HNAc
OW/\/:\/\/\/
R3 = Cy5H,(2E, 92)
Z:Rlec;RzzH I § —)2
‘ -~ 10 — = 11

1
OH
o o OR,
HO o o O o
HO NH  HO o
NHAc HO NHAC HO OH
O;\/\/\/\/—\/\/\/ NHAC

8:Rr,=AcR,=H;  NodRmIV (Ac)
9:R,=R,=H; NodRmIV
0:r,=Ac,R,=50,#; NodRmIV (Ac,S)
11:r,=HR,=s0H: NodRmIV (S)

Schéma 1 : Synthése de Nicolaou et coll.**
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Synthese de Hui

La stratégie de Hui et coll.® a consisté & construire le tétrasaccharide chitinique par
couplage de deux unités. Deux donneurs de glycosyle ont été utilisés : le chlorure 15 et le
B-trichloroacétimidate 16 obtenus a partir des composés 12 et 13 (Schéma 2). La
glycosylation de I’accepteur 18, preparé a partir du monosaccharide 17, avec les donneurs
15 ou 16 fournit le tétrasaccharide 19, les meilleurs résultats étant obtenus avec I’imidate
16 (72% de rendement).

O o
BnO + HO OAIl BnO
BnO
N BnO BnO BnO

*0__ccl, NPhth
= W = 14 x=omip)
15 x=a
16 x=ocnHccl, (9)
OBn OPiv
o
138 —— CAO%O cal, % %
= > Bro g "8no NPhth BnO
NH

NPhth NPhth

17

\ OPiv
BnO

/ BnO NPhth BnO NPhth BnO NPhth

16 + 18 .

Schéma 2 : Synthése de Hui et coll.*®

Le facteur Nod 21, NodRmIV/(S), est alors obtenu apres sulfatation et acylation, sous la

forme de sel de sodium avec un rendement global de 6% a partir de 13 (Schéma 3).
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% OSO,Na

BnO

Q BnO BnO Bno/% /% Bn
BnO

HNAC
HNAC HNAC

OH

OH
o OH 0SO,Na
0 0
200 @ —=> © 0 °
- Ho NH  HO NHAC HO © OH
;\/\/\/\/—\/\/\/NHAC " NrAC
O —

21

NodRmIV(S)
sel de sodium

Schéma 3 : Synthése de Hui et coll.*®

Synthese de Beau

|36

Beau et coll.”® ont préparé en 1994 le NodRmIV (S) ainsi que des analogues possédant

différentes chaines lipidiques. Leur stratégie est basée sur la construction du squelette
saccharidique & partir du 1,6-anhydro-2-azido-2-désoxy-B-D-glucopyrannose 22%"3®
(Schéma 4). En effet, ce synthon a permis la préparation de I’accepteur 23 et du
trichloroacetimate 24 qui conduisent apres glycosylation au disaccharide 25. Ce dernier

fournit le tétrasaccharide 27 apres deux glycosylations successives du méme accepteur 23.

L’utilisation du groupement carbamate de benzyle du coté non réducteur et du pont 1,6-
anhydro du coté réducteur a permis de différencier les deux positions clefs, fournissant
ainsi apres sulfatation et acylation et avec un rendement global d’environ 5% a partir du

composeé 22, le NodRmIV (S) 28 ainsi que les analogues de facteurs Nod 29 et 30.

PAGE 36



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

Chapitre 1 : Synthéses de facteurs Nod, 0 Synthéses chimiques

OBn

HO N,
j / 23
H —
~0
HO N, OAc
(o]
BnO

22 BnO NH
o< o.__ccl
0Bn
NH
24
OPiv OAC
O o
23 24 e BnO 0
- = —_
+ BnO HNCbz BnO N
SOTCCI3
25 NH

OPiv
OPiv OPiv
5 —= % % % %
_— —_— BnO
HNCbz BnO Bn
BnO BnO

27

HNAC
HNAc HNAC

28 R=coc,H,2E 92  NodRmIV(S)
sel de sodium
29 R=COC My (2E, 112)

30 R=coc, Hy,(2E, 92)

Schéma 4 : Synthése de Beau et coll.*®

Synthese d’Ogawa

Ogawa et coll.*® ont décrit en 1994 la préparation de NodRmIV (S) et d’analogues

possédant diverses chaines grasses. Leur synthése est basée sur la formation du
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trisaccharide 33, obtenu par glycosylation du trichloroacétimidate 31 et de I’accepteur 32
(Schéma 5). Le tétrasaccharide 35 est préparé, quant a lui, par couplage entre le

trisaccharide 33 et le fluorure 34.

OBn OBn
o
0
AcO % o /% o ccl,
Bno NPhth BnO \ﬂ/
NH

NPhth

31 OBn OBn oMP
= o o o
—_— HO (o]
+ > BnO HNAC BnO ° o8n
HNAc BnO HNAC
OoMP
o 33
HO OBn o290
BnO NPhth
OAc OAc 0OBn oBn
o) o o OR
33 4 A F o Ao o o o) o
- AcO NPhth AcO NPhth BnO HNAG BnO o OBn
n HNAC BnO HNAG
% 35 r=wp

= > 36 r-soMa

OoH
o o OH 0S0,Na
o o s
36 —= HO o o o
20 —_— HO NH.  HO o OH
? HO HO

HNAC HNAc HNAC

37

OH
OH
o] o o OH 0SO,H
N _«O N S o o 0 o
37 + HO HNR [¢]
OR HO HO HO OH

NHAc NHAC

o NHAC
R = CysH,(2E, 92) @ R = COC, H,;(2E, 92) NodRmlV (S)
R=CysHyy @ R = COC,sHay,

R = CygHyg(2E) 40 r=coc,Hyee)

R = C,oHyg(92) 41 Rr=-coc,Hn92)

Schéma 5 : Synthése d’Ogawa et coll.*®

La déprotection sélective du groupe hydroxyle en position 6 de I’unité réductrice du
tétrasaccharide 35 protegé sous forme de 4-méthoxyphenyle (MP), suivie d’une sulfatation,

d’une hydrazynolyse du phtalimide ainsi que d’une désacétylation conduit au
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tétrasaccharide 37. Une réaction d’acylation permet d’obtenir NodRmIV (S) 38 et les

analogues 39, 40 et 41 possédant diverses chaines grasses.

Une année plus tard, en 1995, la méme stratégie a été utilisée par la méme équipe*® pour
préparer quatre isomeres de NodBjlV (C18:1, Fuc, Gro), possédant un groupement
fucosyle en position 6 du coté réducteur et un groupement glycéryle en position

anomeérique (Schéma 6).

“°°% % % %
AcO
NPhth BnO

NHAC BnO NHAC BnO

NHAC

42 Rr,=H Rr,=08n — OBn

43 r,-o0BnR,-H

OBn

OBn
noO NHAc BnO NHAc BnO NHAc :|:
OBn

45 Rr,=H,R,=0Bn

@ R,=O0Bn, R,=H

45 oH
OH
Me OH
OH o on
o
o o o
HO o o o
HO HNR, HO 0 o
2 NHAC  HO NHAc HO
NHAC
R R,
47 Rr,=H R,=0H, R =CpH(112) oH

— 4_8 R, = OH, R, = H, Ry = C;;Hy,(112)
49 R, =H,R,=OH, R, = CyHy(92)

50 R, =0H, R, = H, Ry = CHy(92)

Schéma 6 : Synthése d’Ogawa et coll.*°
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Synthese de Fraser-Reid

La stratégie élaborée par Fraser-Reid et coll.** pour accéder au NodRflll (C18:1,
MeFuc) 59 repose sur la glycosylation des deux disaccharides 53 et 56 grace a I’ utilisation
du groupement n-pentényle anomérique. Cette méthode a permis d’obtenir le
tétrasaccharide 57, qui apres déprotection sélective de la fonction amine de I’unité non
réductrice et acylation, fournit NodRflll (C18:1, MeFuc) 59 avec 5% de rendement a partir

du monosaccharide 51 (Schéma 7).

OBn

AcO /% AcO
R ; —_—
AcO NTCP AcO NPhth AcO NTCP AcO Nor

22 53

Bz
OBz
Me OMe
&Xw ( O
OMe HO OBn
M
e o] + nO BnO

NPhth NPhth

56

f;Bz
OBz

OMe
@ + @ AcO ACO R fo)

NPhth NPhth

57 R,=TBDMS, R,=H, R, = TCP

,: 58 R, =TBOMS, R, = Ac, R, = COC,Hy(112)

58—, %%%

)\/\/\/\Tic/—\/\ﬂ\‘ic/

59 r=H NodRmlll (C18:1) (MeFuc)

Schéma 7 : Synthése de Fraser-Reid et coll.**
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Conclusion

Toutes les syntheéses citées font appel a un nombre d’étapes relativement important et

les rendements en LCOs obtenus sont relativement faibles.

Des tests biologiques* réalisés sur les facteurs Nod préparés par les équipes de

1.3* et de Beau et coll.**38

Nicolaou et col montrent que leur activité est comparable a celle
des facteurs Nod naturels. Ces études montrent également I’importance de la présence du
groupement sulfate sur I’unité réductrice ainsi que I’'importance de la présence et de la

nature de la chaine lipidique sur I’extrémité non réductrice.
Nous retiendrons que ces syntheses de LCOs se font en deux temps :

e construction du squelette tétrasaccharidique de chitine, soit par adjonctions successives

de monosaccharides (et Ogawa et coll >4

|.35

), soit par couplage de deux disaccharides (Hui

et coll.*® et Fraser-Reid et coll.*!) ;

o fonctionnalisation du squelette préparé du coté réducteur et non réducteur.

Afin d’étudier les mécanismes mis en jeu lors de [I’association symbiotique
plante/bactérie, plusieurs équipes ont réalisé la synthése d’analogues de facteurs Nod en

utilisant des stratégies similaires.
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Syntheses d’analogues de facteurs Nod

A notre connaissance, le nombre de synthéses d’analogues de facteurs de nodulation
décrites dans la littérature est relativement faible. L’objectif commun des synthéses
décrites est une meilleure compréhension des mécanismes soit de reconnaissance
moléculaire des facteurs Nod par la plante, soit de dégradation des facteurs de nodulation
par les chitinases.

Deux grands types d’analogues ont été préparés : des analogues polysulfurés ainsi que
des analogues pour lesquels une ou deux unités N-acétyl-D-glucosaminyle ont été

remplacées par une ou deux unités D-glucosyle.

Synthese de Lee

En 1996, Lee et coll.”® ont préparé des analogues polysulfurés de facteurs Nod afin

d’étudier I’action des chitinases et d’autres enzymes dans le processus de nodulation.

Ils ont préparé un tétrasaccharide pour lequel les trois atomes d’oxygene
interglycosidiques sont remplacés par des atomes de soufre. 1l est en effet connu** qu’une
liaison thioglycosidigque est généralement plus résistante aux glycosidases que la liaison O-
glycosidique. Bien que les atomes d’oxygéne et de soufre présentent une certaine
similitude, ce dernier est néanmoins moins électronégatif que celui d’oxygéne et présente
moins d’affinité pour les protons que I’atome d’oxygene. Il aura donc tendance a former
moins facilement I’acide conjugué requis pour I’état de transition de I’hydrolyse
enzymatique, ce qui se traduit par une meilleure résistance a I’hydrolyse par les

glycosidases.

Pour introduire I’atome de soufre, I’équipe de Lee a déplacé un triflate en position 4
(Schéma 8, composé 60) par un thiolate anomérique 61, généré in situ. Le mécanisme de

type Sn2 de cette substitution permet la formation d’une liaison thioglycosidique 3-1,4.
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OMe
HNAc

60 61 62 66

OBz
Tio BzOCH,
o
—>
HNAd T Mo T /% &
HNAc cO
HNAc BzO HNAc Ve

62 % %
- AcO HNAC  AcO

HNAc

€+ & % % %
AcO HNAC  AcO ACO

HNAC HNAC

60 + 64 ACO% /%/ /%
AcO HNAc AcO AcO AcO H NAc
—_— Me

HNAC HNAC

Schéma 8 : Synthése de Lee et coll.*?

Le couplage du triflate 60 et du 1-thiol 61 conduit a la formation du thiodisaccharide 62
avec 63% de rendement et celle d’un produit secondaire 66, issu d’une réaction
d’élimination d’acide triflique.

Le thiotétrasaccharide 65 a ainsi été préparé par trois substitutions nucléophiles
successives a partir des deux précurseurs 60 et 61 avec un rendement global de 2% a partir

du composé 60.

A notre connaissance, aucun résultat de tests biologiques n’a été décrit.
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Synthése de Robina

Robina et coll *4

se sont intéressés a la préparation d’analogues pour lesquels une ou
deux unités de N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc) ont été remplacées par une ou deux
unités de D-glucose (Glc) pour des études conformationelles et des tests biologiques,
destinés a la compréhension du réle des groupements acétamide dans le processus de

nodulation et/ou dans I’action dégradante des chitinases.

Le Schéma 9 reproduit la synthése de I’analogue 71 comportant deux unités Glc. Ces
derniéres sont introduites par glycosidation du thioglycoside 66 avec un dérivé de la N-
acétyl-D-glucosamine 67. Le trisaccharide issu de cette réaction est a son tour couplé au
trichloroacétimidate 69 pour conduire au tétrasaccharide 70 qui, aprés déprotection, fournit

le composé 71.

OAc OAc OBn OBn OBn 0OBn
o o o) ¢ o o
AC/?CO /So sph + gﬁo OMP —>_ Hgno [} o OMP
oAc”° Payve NPhth oBn2"° oBn 'O HNAC

OAc

OAc OBn OBn OBn
AcO (¢} ccl AcO o (¢} e} OMP
+ 3 —_—
68 AcO NPhth \ﬂ/ AcO NPhth O oBn "0 oBn B"° HNAC

NH

69

OH OH OH OH
o ¢} o o]
— > HQ %0 o o omp
70 — S HNAC on HO oy Ho

HNAc

71

Schéma 9 : Synthése de Robina et coll.***®
Une approche similaire a été utilisée pour préparer le tétrasaccharide 72, obtenu a partir
des deux donneurs 73 et 74 et de I’accepteur 75, ou une seule unité GIcNAc a eté

remplacée par une unité Glc (Schéma 10).
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OAc OBn
0 o}
AcO O
AcO BnO R

NPhth NPhth

73 R=o0cNHccl,

74 r=sph OH OH OH OH
o 0 o o)
HO 0 o o OMP
+ —. "% Ho
HNAc HNAc O on~ HO HNAGC
12

NPhth

OBn OBn
HO o omP
BnO
OBn BnO
75

Schéma 10 : Synthése de Robina et coll.*>*°

Des tests préliminaires basés sur un phénomeéne de défense de la plante vis-a-vis de la
structure de chitine, précédant de futurs tests de nodulation, ont été realises sur des cellules
de Catharantus roseus. Les résultats de ces tests montrent que le remplacement de deux

unités GIcCNAc par deux unités Glc se traduit par la perte d’activité du composé 72.

Synthése de Driguez

47
l.

Driguez et coll.” ont également décrit la synthese d’un analogue de facteur Nod pour

lequel une unité GIcNAc est remplacée par une unité Glc (Schéma 11).

OBn OAc OH OH
HO 2 AcO ° o &
C SOPh R — HO
BnO +  AcO — > Ho © o
BnO HNCOCF, HNCOCF, OH|
OBn F

n

OH

OH OH OH OH OH
° 2 HO ° A o A o R}
78 + wo 0 on — o or
HO HO HO
Ho N HO HO o NH, HNAC
2

HNAC HNCOCF,

9 80

OH OH OH OH
o
& — HHoO 070 o %ho OH
NH OH NH, HNAc
0FNF =

0 e

81
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Schéma 11 : Synthése de Driguez et coll.*’

L’originalité de cette synthése réside dans I’obtention de I’analogue 81 par voie
chimioenzymatique. En effet, le tétrasaccharide 80 est obtenu par couplage enzymatique
des deux disaccharides 78 et 79 en présence du mutant Glu-197-Ala de I’endoglucanase
Cel7B. Cette glycosynthase trés performante est capable de catalyser la glycosidation
régio- et stéréoselective de fluorure d’a-glycobiosyles sur des mono- et disaccharides
accepteurs*® en formant une liaison de type B-1,4. L’analogue 81 est ensuite préparé aprés
des étapes de protection et de déprotection, suivies de I’étape finale d’acylation de la

fonction amine.

Conclusion et perspectives

Hormis les travaux de Lee et coll.*?, peu de synthéses de thioanalogues de facteurs Nod
sont décrites dans la littérature. De plus, ces travaux signalent la formation de produits
secondaires lors de la formation de la liaison thioglycosidique qui abaisse le rendement de

la réaction.

Il semblait donc intéressant de préparer de nouveaux analogues susceptibles de
permettre d’étudier et de mieux comprendre les différents mécanismes de la symbiose

azotée.

Nous nous sommes plus particulierement intéressé a la synthese de thioanalogues de
facteurs Nod ou seule la liaison glycosidique entre les unités B et C, hydrolyseée par les

chitinases, est une liaison thioglycosidique (Figure 5).

A B C (n=1) D (n=1)
C (n=2) D (n=2) E (n=2)

"% 0% % %
HO %
NH HNAC HO HO v OH
n

o= HNAC

R = chaine grasse n=12

Figure 5
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Par ailleurs, il nous a paru important de concevoir un thiooligosaccharide fonctionnalisé

a chacune de ses deux extrémités.
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Chapitre 1. Objectif et Stratégie de synthese

Introduction

Le chapitre précédent a fixé notre objectif de préparer des LCOs, tétra- voire penta-
saccharidiques pour lesquels une liaison O-glycosidique p-1,4 est remplacée par une
liaison thioglycosidique (Figure 6). En effet, il a ét¢ montré** qu’une liaison S-glycosidique
est moins sensible a I’hydrolyse des glycosidases qu’une liaison O-glycosidique (cf. page
42). Ces thiooligosaccharides pourraient donc représenter une nouvelle classe d’analogues
de facteurs de nodulation, potentiellement plus résistants a I’action des chitinases. Ils
permettraient ainsi I’étude du mécanisme d’action de chitinases, ainsi qu’une meilleure

compréhension de la phase de reconnaissance des facteurs Nod par la paroi des poils

racinaires.
A B C (n=1) D (n=1)
C (n=2) D (n=2) E (n=2)
OH
HO
NH HO HO OH
o= HNAc HNAG HINAG
R n
R = chaine grasse n=1.2
Figure 6

Les différentes méthodes de synthéses de facteurs Nod et d’analogues de facteurs Nod,
décrites précédemment, sont basées sur la formation du squelette de chitine, suivi de sa
fonctionnalisation. Cette fonctionnalisation consiste en I’introduction d’une chaine grasse
sur I’unité non réductrice et la protection, ou non, du groupe hydroxyle en position 6 de
I’unité réductrice. La méme stratégie a été envisagée pour la synthése de thioanalogues de
facteurs Nod.

Quel que soit le schéma synthétique envisagé pour élaborer le squelette tétrasaccharidique,
il nous sera nécessaire de créer la liaison thioglycosidique B-1,4. Nous allons donc

présenter une bréve description des méthodes de formation de liaison thioglycosidigue.
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Formation de la liaison thioglycosidique

Plusieurs méthodes peuvent étre envisagées pour former cette liaison sulfurée. Nous en

citerons deux principales**“*® (Figure 7).

La premiere, dite de « glycosylation-substitution », implique un thiol accepteur de
glycosyle et un donneur de glycosyle possédant un groupement partant (GP) en position

anomerique.

La deuxieme méthode est une substitution nucléophile de type Sn2 avec inversion de
configuration, impliquant un thiolate anomérique formé in situ, et un groupement partant
d’un autre saccharide. Le groupement partant le plus couramment utilisé est un

groupement trifluorométhanesulfonyle (triflate).

Glycosylation-substitution Substitution nucléophile
OR OR OR TfO _OR
RO o Hs O RO (0] ~ (/ (@]
RO GP 4 RO OR' RO S~ o OR
HNR" HNR" HNR" HNR"

Figure 7

Comme indiqué dans le chapitre précédent, Lee et coll.*?

ont privilégié la méthode de
substitution nucléophile pour préparer des thiooligosaccharrides analogues de facteurs Nod

(Schéma 12).

(o) o (0] : R
AcO SH 4 R, a AcO s O NS
AcO BZO% N ;%/ R2 + /OBZ
HNAc CRl c HNAc BzO HN ACR !
! HNAc *
61 60a R,=0OMe,R,=H 620 R,=0Me, R,=H 660 R,=OMe,R,=H
60B R,=H,R,=0Me 62B R,=H,R,=0Me 66B R,=H,R,=0Me

a : NaH ou cystéamine, DMF

Schéma 12
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Cette méthode conduit a la formation du thiodisaccharide attendu 62, avec des rendements
variant entre 43% et 63% qui s’expliquent par la présence d’un sous-produit d’élimination
66, pour lequel le rendement peut atteindre 25%. L’utilisation d’un triflate de configuration
D-galacto et de conformation “C lors d’une réaction de substitution nucléophile ne semble

donc pas constituer un bon choix.

Afin d’éviter la formation du sous-produit due a une réaction d’élimination, des travaux

antérieurs du laboratoire®®®!

ont permis, par la méthode de glycosylation-substitution,
I’obtention du thiodisacchharide 84 B-1,4 et avec un rendement de 33% a partir du

trichloroacétimidate 82 et du thiol 83 (Schéma 13).

o
OBz e} Bz
% Bz OBz ~0
BzO + =0 fe)
B20 =T 10cNH > B0 % S HNAc
o _cCcl, HS HNAC BzO HNTroc

82 M 83 84

Schéma 13

Compte tenu du rendement moyen de la réaction, un autre donneur de glycosyle, le
bromure 85, a été utilisé. Le couplage de ce bromure 85 et de I’accepteur 86 permet

d’obtenir le thiodisaccharide 87 avec un rendement de 64% (Schéma 14).

OBz OAc OBz OAc
(0] (@] o o
BéOO + ESO BzO S
Z Z _—
TrocN HNA BzO TrocNH BzO HNA
Br OAc OAC
85 86 87

Schéma 14

Cette méthode a alors été appliquée a la préparation du thiotrisaccharide 90 (Schéma 15).
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OBz

OAc
o
BzO
NPhth BzO TrocNH

Br
88

Bz0 NPhth BZO BZO

TrocNH TrocN

HS

Bz0 TrocNH

OAc

89

Schéma 15

Le thiotrisaccharide 90 est préparé par glycosylation du bromure anomérique 88 et du 4-
thiol 89 avec un rendement de 49%. Le thiotrisaccharide 90 est, a notre connaissance, le
premier thiotrisaccharide, précurseur d’analogues de facteur Nod, connu pour lequel un des
atomes d’oxygene inter-osidique est remplacé par un atome de soufre et pour lequel
I’acylation sélective du c6té non-réducteur est possible.

Les rendements des réactions correspondant a ce type de couplage restant tres variables, il
a été envisagé de former la liaison thioglycosidique par substitution nucléophile de type
Sn2 avec déplacement d’un groupement triflate par un thiolate anomérique en utilisant, non
plus un triflate de conformation “C; mais de conformation 'Cy, I’élimination trans diaxiale

n’étant alors plus possible (Schéma 16).

Le thiodisaccharide 93 est alors obtenu a partir du thiol 91 et du triflate 1,6-anhydro 92

avec un rendement de 70%.

Bz
Bz
AcO 0 AcO
AcO AcO

HNAc HNAc

a: NaH, DMF, 70%

Schéma 16
Ces resultats constituent une méthode efficace de préparation de thiooligosaccharides

dérivés de chitine, possédant une liaison thioglycosidique B-1,4. Nous avons alors décidé
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d’utiliser cette méthode pour la formation de la liaison sulfurée des analogues de facteurs

Nod que nous envisageons de préparer.

Stratégie de synthese

Nous nous sommes orienté dans un premier temps vers la préparation d’un

thiotétrasaccharide de type I, analogue potentiel de facteurs Nod (Figure 8).

A B C D
OH
0 oH OH OSO,H
HO HO o)
NH HO OH
HNAC HO

o= HNAc HNAC

R

R = chaine grasse

Figure 8

Dans la partie « Syntheses de facteurs Nod et d’analogues » (cf. page 21), nous avons
rapporté différentes stratégies citées dans la littérature. Pour notre part, nous avons choisi
une approche impliquant la formation de précurseurs communs de thiooligosaccharides
pouvant conduire, selon différentes voies, a des thiotrisaccharides ainsi qu’a des
thiotétrasaccharides (Schéma 17). Nous avons également envisagé de préparer des
thiooligosaccharides par transfert enzymatique. Les précurseurs communs sont constitués
par les thiodisaccharides de type 11. Ces thiodisaccharides devraient conduire d’une part, a
la formation du thiotrisaccharide de type 111 par extension du coté réducteur, et d’autre
part, a la formation du thiotrisaccharide de type IV par extension du cété non réducteur.
Ces deux types de thiotrisaccharides pourraient, a leur tour, conduire au tétrasaccharide |1,

précurseur d’analogues de facteurs Nod.
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oH OH OH 0SO_H
o) o)
0 (@]
o OH
HHOO%OM SM m
HNR™ HNAC HNAc HNAc
1
extension du coté extension du coté
non-réducteur, réducteur
o o
OR OR
OAc OAc 0 OAc OAc 0
(0] % (@] /%
AcO s ] N AcO o, S N
AcO RO N s AcO R'O HNR" $
HNR' 3 HNR"
1 \Y
extension du coté extension du coté
réducteur non-réducteur

o
OR
OAc ~0
o
AcO S
AcO N
HNR'

transfert
enzymatique

OH OH OH
0 o %OR"'
HO s
HO %o Ho HNA
HNR™ HNAc C
V

Schéma 17

Nous pouvons également envisager a partir du thiodisaccharide 11, la préparation d’un
thiotrisaccharide V par transfert enzymatique d’un oligonucléotide (UDP-glucosamine) sur
un thiodisaccharide du cdté non réducteur. Il est a noter que les thiotrisaccharides de type
Il et IV peuvent également constituer des précurseurs dans la synthése de

thiotétrasaccharides par transfert enzymatique.

Nous présenterons tout d’abord (Chapitre 2) les résultats concernant la synthese de

thiodisaccharides de type Il et de leurs précurseurs. Nous exposerons, dans un second
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temps, les résultats de synthese de thiotrisaccharides de type 11l et IV. Enfin nous

décrirons la synthese d’un thiotétrasaccharide de type 1.

Le Chapitre 3 sera consacré a la synthese d’un thiotrisaccharide de type V par transfert
enzymatique, ainsi qu’a la préparation d’un thiotrisaccharide, précurseur a la synthése d’un

thiotétrasaccharide par transfert enzymatique.
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Synthese chimique

Dans la perspective de préparer un thiotétrasaccharide fonctionnalisé de type I, nous avons

défini le schéma rétrosynthétique Schéma 18.

OH
o oH OH 0SO,H
HO 0 ’
HO OHO S © 0 0
NH HO OH
HNAC HO
o= HNAC HNA
-

R" = chaine grasse

U
OR
OAc OAc ~0
Ao HNR' RO Ny "
i

o}
OR
OAc ~0
o}
AcO S
CAcO N
HNR'
1

OAc (0]
o OR
AcO ~
Ao SH + TfO )
HNR'
N3
\A| VIl
Schéma 18

Le thiotétrasaccharide de type 1 serait obtenu par glycosylation d’un dérivé du

trisaccharide de type 111 par extension c6té non réducteur. Ce dernier serait généré par
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couplage du c6té réducteur d’un thiodisaccharide de type Il, apres ouverture du pont
anhydro et activation de la position anomérique, et d’un accepteur de type anhydro. Enfin

la liaison thioglycosique serait obtenue par couplage du thiol VI et du triflate VI1.

Nous décrirons dans la premiére partie la synthese du thodisaccharide Il, puis celle du

thiotrisaccharide 111 dans une deuxieme partie.

Synthese d’un thiodisaccharide de type Il

Une des difficultés réside dans le choix des groupements protecteurs de la fonction amine
du 1-thiol et du groupe hydroxyle en position 3 de I’unité anhydro. Compte tenu des
travaux antérieurs du laboratoire, nous avons choisi le groupement acétamide pour protéger
la fonction amine et des groupements ester pour protéger les fonctions alcool du fait d’une
déprotection plus aisée des esters par rapport a celle des éthers.

Synthese du thiol 91

Ce thiol a été préparé avec un rendement global de 6% a partir de la N-acétyl-D-
glucosamine™ 94 par formation d’un thioacétate & partir du chlorure correspondant et par

hydrolyse en présence de cystéamine (Schéma 19).

OH OAc OAc OAc
0 a ) b 0 . 0
HO AcO AcO SAC AcO SH
HO OH > A0 > "AcO > "AcO
HNAC
94 c 1

HNAc HNAc HNAc

91

a: AcCl; b: AcSH, KOH ; ¢ : cystéamine, acétone

Schéma 19

Syntheése du triflate 92

Le triflate 92 de conformation 'C, permet d’éviter le produit secondaire d’élimination lors
de la formation de la liaison thioglycosidique B-1,4. Sa préparation repose sur la formation
préalable du pont 1,6-anhydro. Celui-ci est obtenu par déplacement d’un groupement

phényloxyle en position anomérique par I’alcoolate en position 6 obtenu dans des
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conditions basiques®*>°

(Schema 20). L’introduction du groupement azido en position 2
suivie de la triflation de la position 4 et d’une benzoylation en 3, conduit™ au triflate 92

avec un rendement de 9% a partir du triol.

OH OH

OH
OH —
D-galactose

o 0

OH OBz

~ ~

—> HO (0] —» TfO o
N, N,

92

Schéma 20

Synthése du thiodisaccharide 93

Les deux précurseurs étant disponibles au laboratoire®, nous avons réalisé la réaction de
substitution nucléophile pour former le thiodisaccharide 93. Cette derniere est réalisée par
I’intermédiaire du thiolate formé in situ par addition d’hydrure de sodium sur le thiol 91
dans le DMF (Schéma 21). Le thiodisaccharide 93 est ainsi obtenu avec I’excellent

rendement de 96%.

OAc
(e}
AcO SH
AcO O
HNACc OBz
91 OAc ~0
a (e}
+ -
AcO S
AcO N;
o HNACc
OBz %
TfO e
N3
92

a: NaH, DMF, 60°C, 96%

Schéma 21
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Le spectre de RMN du proton présente les signaux caractéristiques du pont anhydro,
notamment le singulet a 5.54 ppm, correspondant a H-1B (dans la suite de notre exposé, les
unités des oligosaccharides préparés seront désignées de gauche a droite par les lettres A,
B, C et D). On note également la présence d’un signal a 3.16 ppm correspondant a H-4B,
se présentant sous la forme d’un singulet élargi, caractéristique d’un couplage trans
diéquatorial tres faible (Figure 9). Ceci confirme le mécanisme de type Sn2 avec inversion

de configuration et formation d’une liaison 3-1,4.

H-1B
H-1A
(4o
' H-4B
|
0
i) :
]
b
1 5!60 1) 1 1 1 SLD 1) 1) 1 1 5'20 1 1 1) 1 SDD 1 1 1) 1) 4'80 //I 1 340 1 1) 1 1 320 1 1) 1)

Figure 9

Nous confirmons donc I’efficacité de la méthode consistant a réaliser une réaction de
substitution nucléophile entre un thiol anomérique et un monosaccharide de conformation
C, possédant un bon groupement partant en position 4, pour former une liaison

thioglycosidique p-1,4.

Synthese d’un thiotrisaccharide de type ||

Introduction

Selon le Schéma 17 (cf. page 56), la formation de thiotrisaccharides a partir du
disaccharide 93, équivalent au thiodisaccharide de type 1l, peut s’envisager soit du coté
réducteur, soit du cété non réducteur. Nous étudierons, dans un premier temps, la synthése

de thiotrisaccharides par extension du c6té réducteur (Schéma 22).
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o
OBz
OAC ~0 OAc Ohe
o Q °
e —
AcO S N —_— AACO S50 R
AcO 3 cO N
HNAC HNAc 3
93
o
OR' o
~0 OR
OAc OAc ~0
HO N, o 0 !
=~ o %820 M
HNAc Ny
11

Schéma 22

Comme nous I’avons évoque précédemment, un thiotrisaccharide 11l sera obtenu par
glycosylation entre un donneur de glycosyle préparé a partir du thiodisaccharide 93 décrit
précédemment, et un accepteur de type 1,6-anhydro, synthon commun a la préparation du
thiodi- et du thiotri-saccharide.

Avant d’exposer nos résultats, nous ferons un bref rappel de quelques méthodes de

glycosylation.

Quelques méthodes de glycosylation

La littérature décrit de nombreuses méthodes de glycosylations dont la sélectivité o:f3
dépend du protocole opératoire utilisé (choix du groupement activateur du donneur de
glycosyle, du promoteur, du solvant et de la température). Ces méthodes reposent

principalement sur deux étapes :

e [’activation de la position anomérique par formation d’un donneur de glycosyle stable

(étape d’activation)

e le transfert de glycosyle vers I’accepteur durant un processus catalytique ou la
diastéréoselection est contrblée essentiellement par la configuration de la position

anomérique du donneur, par I’assistance anchimérique, par le principe de « double stéréo-
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différenciation »*°, par I’influence du promoteur, du solvant et par le controle

thermodynamique.

Méthode de Koénigs-Knorr

Une des premieres méthodes de glycosylation utilisée pour la synthése d’oligosaccharides
complexes est la méthode élaborée par Kéenigs et Knorr®” en 1901.

Cette méthode consiste en I’activation de la position anomérique par un halogénure
(chlorure ou bromure), conduisant & I’anomére o le plus stable®®. Les promoteurs
géneralement utilisés lors de la réaction de glycosylation sont des dérivés d’argent ou de
mercure®® (AgCIO,, Ag,COs, Ag.0, Ag-silicate, Hg(CN),, HgBr», ...).

L activation se fait par le passage par I’ion oxocarbénium suivi de I’attaque de I’accepteur

de glycosyle (Schéma 23).

OR sel d'Ag OR OR

ou O+ Ie}
RO sel d'Hg RO R'OH RO OR
RO - RO - RO
OR OR OR
X

x = Cl, Br

Schéma 23

La stéréosélectivité de la réaction dépend de divers facteurs, notamment de la nature du
groupement en position 2. La présence d’un groupement participant en position 2 (type
acetate ou acétamide) favorise I’approche de I’accepteur par la face  de I’ion acyloxonium
et conduit a la formation majoritaire du B-glycoside. En revanche, la présence d’un
groupement non participant en position 2 (benzyle par exemple) et Iutilisation d’un

solvant peu polaire, favorisent parfois la formation majoritaire de I’ a-glycoside.

Un autre facteur influencant la sélectivité est I’utilisation d’un catalyseur en phase
hétérogene, comme le silicate d’argent qui, par interaction avec I’halogénure en position a,

favorise I’obtention d’un glycoside B.

Outre la faible stabilité des halogénures, I’inconvénient de cette méthode est I’utilisation

parfois nécessaire de metaux lourds en quantités importantes.
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Activation du donneur sous forme de 1-fluorure

Une autre méthode de glycosylation est I’utilisation de 1-fluorures. Cette méthode décrite

en 1981 par Mukaiyama et al.*

a été largement utilisée en raison des avantages associés
aux flurorures de glycosyle. En effet, la nature de la liaison C-F confére & ces composés
une plus grande stabilité thermique et chimique que celle de leurs analogues chlorés ou

bromés.

Ces donneurs sont obtenus soit a partir des hémiacétals correspondants par réaction en
présence de DAST®, de HF.pyridine®® ou de Selectfluor®, soit a partir de thioglycosydes
par traitement au DAST/NBS®.

L étape de glycosylation, quant & elle, est réalisée en présence d’AgClO,-SnCl,>, de
BF3.Et,0%® ou de Cp,HfCl,-AgOTf®®, le mécanisme de réaction étant similaire a la

méthode de Kdenigs-Knorr (Schéma 24).

R'OH,
OR AgCIO4—SnCI2 OR
ou BF,.Et,0
o o
RO . ou Cp,HfCl,-AgOTf 5 OR
RO > RO
OR OR

Schéma 24
Tout comme pour les chlorures ou les bromures, I’étape d’activation des fluorures
nécessite souvent I’utilisation de métaux lourds, d’ou la difficulté d’adapter ces conditions

a plus grande échelle. De plus, la réactivité des fluorures reste faible.

Activation du donneur sous forme de thioglycoside

La position anomérique peut étre activée par un groupe thioalkyle. En raison de leur
facilité de préparation et leur grande stabilité dans diverses conditions de réactions, ces
thioglycosides sont des intermédiaires intéressants dans la synthese oligosaccharidique car
ils présentent deux avantages majeurs. D’une part, ils peuvent servir de groupe protecteur

temporaire stable dans les conditions classiques de glycosylation et, d’autre part, ils
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peuvent étre transformés en d’autres donneurs de glycosyles comme des fluorures par
réaction avec DAST-NBS®™.

Des sels métalliques (mercure, cuivre,...) ont été utilisés comme agent thiophile, comme
par exemple HgSO, (Ferrier et coll.®” en 1973). En 1983, Nicolaou et coll.®® ont utilisé le
NBS comme promoteur permettant des conditions de glycosylation plus douces. Enfin, en

|.70

1990, Fraser-Reid et coll.®® et van Boom et coll.”’ ont décrit des glycosylations avec

I’utilisation du couple NIS-TfOH comme promoteur.

Dans le cadre de I'utilisation d’un promoteur tel le NIS ou le NBS, le mécanisme de
glycosylation est de type Kdéenigs-Knorr, c’est-a-dire qu’il y a d’abord réaction avec
I’agent thiophile, puis formation de I’intermédiaire oxocarbénium et attaque de I’accepteur

de glycosyle (Schéma 25).

(0]

0

TfOH
NIl —> NH 4+ TfO I+
o)

° L
RSl O7 ™70
H
OR OR O o]

N OR
° NIS/TfOH © " O+
RO ' RO + RO
RO SR ——— > RO ?\R‘ TfO- —_— > RO
OR OR | OR -OTf
R'= Me, Et, Ph
OR
o O N O
R"OH RO H
e RO OR"
OR TfOH

Schéma 25 (d’aprés Fraser-Reid et coll.*®)

L application de cette méthode de glycosylation a la synthése de thioanalogues de facteurs
Nod se heurterait probablement a la deésactivation de I’agent thiophile par I’atome de
soufre, voire méme a la coupure de la liaison thioglycosidique au profit de la formation

d’une liaison O-glycosidique classique.
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Activation du donneur sous forme de n-pentényle

L’utilisation du groupement n-pentényle en position anomérique est une méthode due a

1.”-. A I’origine’®, ce groupement a été utilisé comme groupe protecteur

Fraser-Reid et col
de la position anomérique, retiré sélectivement par action de NBS dans un mélange
CH3CN-H,0. En 1988, cette équipe remarqua que le fait de remplacer I’eau par un alcool

conduisait au glycoside correspondant.

Les n-pentényl-glycosides sont préparés sous forme de melange d’anoméres a partir des
hémiacétals correspondants par simple glycosylation avec I’alcool n-penténylique en

présence d’un promoteur.

La glycosylation se fait d’abord (Schéma 26) par addition d’un agent électrophile sur
I’oléfine, suivie du départ du substituant anomérique. Enfin I’alcool réagit sur I’ion

oxocarbénium intermédiaire et donne le glycoside désiré.

E
OR OR OR
o c 0 g: B+, ofD
RO = + RO \ RO +
RO o E—— RO Q ——> RO O
OR OR OR4
E* = espece électrophile
E
OR OR
+
o) o)
RO R'OH RO . o
—_— RO% — ™ RO OoR  +
OR OR

Schéma 26
Les promoteurs les plus utilisés pour I’étape de glycosylation sont I(collidine),ClO,"
(IDCP), NIS-TfOH et NIS-TMSOTf".

Fraser-Reid et coll. ont proposé un concept désigné par « armed and disarmed sugar »,
reposant sur les différences électroniques des groupements ester et éther. En effet, la
présence en position 2 d’un groupement ester, diminue la réactivité du donneur, alors que

la présence d’un groupement éther, en augmente la réactivité.
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Activation du donneur sous forme de trichloroacétimidate

L’activation de la position anomérique par un groupement imidate a été décrite pour la
premiére fois par Sinay et coll.”. Elle a été étendue au groupe trichloroacétimidate par
Schmidt et coll.” en 1980. Elle s’est imposée comme une méthode trés efficace et est trés
utilisée pour la synthése d’oligosaccharides complexes. Les trichloroacétimidates
(désormais plus utilisés que les imidates) sont facilement obtenus par traitement des
hémiacétals saccharidiques par le trichloroacétonitrile en présence d’une base telle que
K,CO3, NaH ou DBU. Le choix de la base est trés important puisqu’il conditionne le
caractére thermodynamique (obtention de I’anomere o) ou le caractere cinétique (obtention

de I’anomere B) de la réaction (Schéma 27).

OR OR
(0] (0]
RO — RO OH
RO N RO
OR wp 41 OR
OH
base base
OR OR
(0] (0]
RO — RO o ¢t
RO W RO
OR| _ owf 11 OR
o ct
Aa AB
a | cl,CCN b || cl,ccN
OR OR
(0] (0]
RO RO
RO RO O -Ccl,
OR OR \ﬂ/
(0]
Bo \n/CCI3 BB NH
NH

R = Bn, C* = contre-ion de la base (Nat, K¥)
a : controle thermodynamique, b : controle cinétique

Schéma 27 : Obtention des imidates Ba et BB selon le contréle thermodynamique ou
cinétique (d’aprés Schmidt’®)

Le trichloroacétimidate B est forme préférentiellement dans une réaction d’addition trés
rapide et réversible. Cependant, on constate une anomérisation lente due a une réaction

catalysee par la base (rétro-réaction, anomérisation de Ap en Aa, suivie de la réaction sur
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le CIsCCN) donnant pratiquement exclusivement I’a-trichloroacétimidate Bo

thermodynamiquement le plus stable.

L’équilibre entre AB et Bf est d’autant plus déplacé vers I’alcoolate que la base utilisée est
forte. L’anomere o sera favorisé par le traitement par NaH ou DBU, alors que I’utilisation

de K,COj favorisera dans une réaction rapide I’anomeére .

La glycosylation est ensuite réalisée dans des conditions douces puisque le promoteur est
géneralement un acide de Lewis utilisé en quantité catalytique. Les promoteurs les plus

couramment utilisés sont BF3.Et,O” ou TMSOTF'®,

La sélectivité de cette méthode peut étre contrblée par différents facteurs. Par exemple, la
présence d’un groupe participant en position 2 favorise la formation d’un glycoside 1,2-
trans. En I’absence d’un tel groupe les facteurs déterminants sont en premier lieu le
promoteur et le solvant. Ainsi, une glycosylation a basse température avec BF3.Et,O dans
un solvant non polaire tel que CH,Cl, est de type Sny2. L’obtention d’un B-glycoside a
partir d’un a-trichloroacétimidate est donc favorisée et inversement. En revanche, des
conditions utilisant un acide Lewis plus fort, comme TMSOTf ou TfOH, dans un solvant
plus polaire et a température plus élevée favorise le contrble thermodynamique de la

réaction, c’est-a-dire I’obtention de I’a-glycoside.

Enfin, une alternative a la création de liaison glycosidique par voie chimique est la
glycosylation par transfert enzymatique qui présente plusieurs avantages: elle est
stéréosélective, voire stéréospécifique, et ne nécessite pas de réactions de protection et de
déprotection du substrat. Nous reviendrons plus en détail sur la synthése enzymatique dans
le Chapitre 3.

Conclusion

Nous venons de voir que les méthodes les plus intéressantes pour controler la sélectivité de

la réaction de glycosylation, en I’absence de groupement participant en position 2, sont
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celles employant des donneurs activés sous forme de thioglycosides ou de
thrichloroacétimidates. L’utilisation de thioglycosides n’étant pas compatible avec la
présence de la liaison sulfurée de nos molécules, nous nous sommes naturellement orientés

vers I’utilisation de trichloroacétimidates comme donneurs de glycosyle.

Synthese d’un thiotrisaccharide de type 11

Introduction

La synthése d’un thiotrisaccharide de type Ill sera réalisée par glycosylation du
trichloroacetimidate 96a., préparé a partir du dimére 93 et d’un accepteur de type 1,6-
anhydro (Schéma 28). Cet anhydro aurait I’avantage d’étre un précurseur commun dans la
synthese des thioanalogues et de protéger temporairement la position anomérique. Cette
structure permettrait également de différencier le groupe hydroxyle en position 6 de I’unité

réductrice.

AcO — AcO

o
orR
orR
AcO > ACO /%
ACO AcO
HNAC
c0| HNAC

Schéma 28
Dans un premier temps, nous décrirons la synthése du trichloroacétimidate 96, puis dans
un deuxiéme temps, I’obtention d’un thiotrisaccharide 111.
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Synthese du donneur de glycosyle 96

La préparation du donneur 96 a été réalisée par ouverture du pont anhydro, désacétylation

sélective et activation de la position anomérique (Schéma 29).

o
OBz
OAc ~0
o
AcO S N, —> AcO
AcO AcO
HNAc HNAc

a: AC,OITFA, 65°C, 79% (a:p 6:4)

Schéma 29

Le traitement du thiodisaccharide 93 en présence d’un mélange Ac,O/TFA’" fournit le
composé 97 avec 79% de rendement sous la forme d’un mélange d’anomeéres (proportion
o:f environ 6:4). La structure de ce composé est confirmée par spectrométrie de RMN du
proton. En effet, on observe particulierement la disparition des singulets caractéristiques de
la présence du pont 1,6-anhydro et la présence de deux doublets a 6.40 ppm et & 5.58 ppm
correspondant respectivement a H-1Ba (J = 3.5 Hz) et a H-1Bp (J = 8.8 Hz) (Figure 10).

compase 95 L

840 &6.20 .00 580 580
H-1Be H-1Bp

MJ composé 98

] T ] T T T T T T T T T T T T
640 &.20 6.00 580 5.60

Figure 10
Les différentes méthodes de déprotection sélective de la position anomérique sont toutes
basées sur le fait que cette position est plus réactive que la position 6. Parmi ces méthodes,
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citons celles qui utilisent des amines comme la benzylamine’®™, ou I’acétate

d’hydrazine®®, ou I’'ammoniac®.

Nous avons d’abord utilisé la benzylamine. Cependant, la purification par les méthodes
classiques s’étant avérée délicate en raison de la présence du dérivé acétylé de la
benzylamine, nous avons choisi par la suite la desacétylation par I’acétate d’hydrazine
(Schéma 30).

OAc OAc OAcC OAc
AcO —» AcO
0o’ S ~ OAc o’ S ~ OH
3 3

HNAc HNAc

97 9

a: acétate d'hydrazine, DMF, 82% (a: 75:25)

Schéma 30

L’hémiacétal 95 est alors obtenu a partir de I’acétate 97 avec un rendement de 82%.

La structure du composé 95 est confirmée par spectrométrie de RMN du proton : nous
constatons la disparition des deux singulets a 2.25 et 2.20 ppm correspondant aux acétates
anomériques. De plus, nous remarquons le déplacement des signaux du H-1B vers les

champs forts.

Afin d’obtenir majoritairement le trichloroacétimidate o, nous avons réalisé la réaction
dans les conditions décrites par Schmidt et coll.”

en présence de CI3CCN (Schéma 31).

OAcC OAc OAC OAc
AcO s OH — > AcO
AcO BzO N AcO %520 N
3 HNACc 3 o

, c’est-a-dire par action d’une base forte

HNAc

95

ccl,

NH

a: Cl,CCN, DBU, CH,Cl,, 85% (c:f 9:1)

Schéma 31
Le traitement de I’hémiacétal 95 en présence de DBU et de CI3CCN dans du CH,CI,

fournit majoritairement I’anomere o de I’imidate 96. L’intégration des deux doublets, en
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spectrométrie de RMN du proton, a 6.59 ppm et a 5.75 ppm, correspondant respectivement
a H-1Ba (J = 3.5 Hz) et H-1Bp (J = 8.4 Hz) permet d’estimer le rapport o:3 a 9:1.

Le donneur de glycosyle 96 étant préparé, il est nécessaire de mettre au point les conditions

de glycosylation pour I’obtention du thiotrisaccharide I111.

Essais de glycosylation avec les accepteurs 98 et 99

Les deux accepteurs 98 et 99 étant disponibles au laboratoire®®, nous avons choisi de
réaliser des essais de glycosylation entre ces deux accepteurs et le donneur de glycosyle 96
(Schéma 32).

HNAc

OR
% IS %
AcO
AcO
AcO AcO
CCI

96 98 r-n 1
@RBZ T

Schéma 32
Pour cela, nous avons utilisé le protocole opératoire décrit par I’équipe de J.-M. Beau®
pour préparer des facteurs Nod: utilisation de BF3.Et;,O dans le toluéne a basse

température.

Les différents essais effectués n’ont pas permis d’obtenir le thiotrisaccharide attendu. Seule
la réaction avec I’accepteur 99 a permis, tout au plus, d’isoler un produit a I’état de traces

dont le spectre de masse correspond a la masse du composé attendu.

Compte tenu de ces résultats, et en nous basant sur les travaux de Beau et coll.*®

, Nous
avons décidé de réaliser la réaction de glycosylation avec un accepteur possédant un

groupement benzyle a la place du groupement benzoate.
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Essais de glycosylation avec I’accepteur 100

Le dérivé anhydro 100 (Schéma 33) est préparé a partir du tri-O-acétyl-D-glucal en 5
étapes®®. La glycosylation du donneur 96 et de I’accepteur 100, dans les conditions décrites
précédemment, n’a pas permis d’obtenir le thiotrisaccharide correspondant. Compte tenu
de I’ensemble de ces résultats, nous avons supposé que le donneur de glycosyle présentait

une faible réactivité vis-a-vis de I’accepteur.

0
OR
OAc OAc o) ohc OAc 'A;%
OBn
ACO% ° ~o 0 %O
AcO %20 N % ~ 870 Ns
HNAC 5 O\"/

+
N
ccl, HO N, HNAc 3
NH

96 100 1

Schéma 33

Conclusion

Les différents essais de glycosylation réalisés a partir du donneur 96 et des trois accepteurs
98, 99 et 100 n’ont pas donné de résultats satisfaisants. Cependant, comme nous I’avons
déja mentionné dans le paragraphe 1.2.3 (cf. page 36), Beau et coll. ont decrit des
glycosylations similaires, a partir du méme accepteur 100 et d’un donneur de glycosyle
dont le groupe hydroxyle en position 3 est protégé par un groupement benzyle et non par

un groupement benzoyle.

Nous avons donc remplacé le groupement benzoyle en position 3 de I’unité réductrice du
donneur de glycosyle par un groupement benzyle. Nous décrirons plus loin (paragraphe
2.2.5, page 77) des essais de glycosylation mettant en jeu des molécules modeles qui
conforteront le bien-fondé de notre choix.

Nous avons également envisagé de modifier d’autres groupements protecteurs, compte
tenu de résultats antérieurs menés au laboratoire, concernant la synthese de

thiotrisaccharide a partir de I’extrémité non réductrice.

PAGE 74



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

0 : Synthese chimique, 0 Synthése d’un thiotrisaccharide de type 11l

Synthese de thiotrisaccharides de type IV par extension du c6té non réducteur

Essais de glycosylation avec les accepteurs 102, 103 et 104

Différents essais de glycosylation ont été menés au laboratoire a partir de plusieurs
accepteurs dérivés du thiodisaccharide 93, et du donneur de glycosyle 101 pour lequel la

fonction amine est protégée sous la forme de phtalimide (Schéma 34).

o

o]
OBz OBz
0Bz OR' =0 OBz OR' 0
O 0 a fo) o
BzQ HQ S
Oyt + o S SN
NH

HNAc NPhth HNAC

101 102 r-r-e:
103 r=r=8n

a: TMSOTf, CH,Cl, 104 R =Bn R = PMB

Schéma 34

Les différents accepteurs sont obtenus selon les procédés classiques, soit par benzoylation
sélective® des positions 3 et 6 pour le composé 102, soit par protection sélective des
groupes hydroxyle en position 4 et 6 par un groupement benzylidéne (ou p-
méthoxybenzylidene), suivie de la benzylation de la position 3 et de I’ouverture
régiosélective de I’acétal pour les composés 103 et 104. Le donneur 101 étant disponible
au laboratoire®, les glycosylations ont été réalisées en présence de TMSOTf dans du

CH,ClI, et a basse température.

La glycosylation avec I’accepteur 102 n’a permis d’isoler qu’un produit secondaire qui
serait issu de la formation d’un imidate sur I’atome azote de I’unité non réductrice®® du

composé 102.

De leur cote, les réactions de glycosylation avec les accepteurs 103 et 104 n’ont permis

d’observer que des traces des thiotrisaccharides attendus.

Ces résultats tendent & montrer que la réactivité du groupe hydroxyle en position 4 est
relativement faible en présence de benzoates, et que la seule glycosylation possible est la
N-glycosylation. Ceci pourrait s’expliquer par la présence de liaisons hydrogene entre le
groupe carbonyle du benzoate en position 3 et I’hydroxyle en position 4, rendant ce dernier

moins réactif. Cependant, ces essais n’ont donné aucun résultat satisfaisant avec des
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groupements benzyle. Ceci nous a donc conduit a considérer I’influence dans ces

conditions du groupement acétamide de I’accepteur.

En effet, on peut citer®*® deux exemples de glycosylation entre un trichloroacétimidate
possédant un groupement phtalimido en position 2 et un accepteur possédant un

groupement benzyle en position 3 (Schéma 35).

OAc OBn a OAC OBn
% 2 ———>0bu % R
AcO HO R R
™ O\erC|3 + Teno 0 gV %Bno
NH Bn NPhth OBn
R =0Bn R =0Bn
R = SeOBn R = SeOBn

a: BF,.Et,0, CH,Cl,, 79%, (B>>a)

b : TMSOTf, CH,Cl,, 84%, (B>>a)
Schéma 35
Contrairement a nos résultats et pour un donneur similaire au composé 101 utilise, le
disaccharide est obtenu avec de bons rendements et une trés bonne sélectivité et cela quel

que soit le promoteur.

Conclusion

Ces différents essais laissent a penser que :

e une faible réactivité existe dans ces conditions de glycosylation et qu’elle proviendrait
probablement de I’accepteur et non pas du donneur ;

e la présence de groupes benzyle en 3, ou en 6, améliore la réactivité par rapport a celle
des benzoates ;

e et enfin, le groupement protecteur (acétamido) de la fonction amine de I’accepteur
influe sur la réactivité et méme conduit, dans certaines conditions, a la formation d’un

produit secondaire (glycosylamine).

Ces résultats conduisent a envisager pour la suite de notre travail I’utilisation des
groupements benzyle pour protéger les groupes hydroxyle. Quant a la protection de la

fonction amine de I’accepteur, I’utilisation d’un groupement autre que le groupe acétamido

PAGE 76



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

0 : Synthese chimique, 0 Synthése d’un thiotrisaccharide de type 11l

devrait étre envisagée. En s’inspirant des travaux de I’équipe de J.-M. Beau®, nous avons
choisi d’utiliser le groupement carbamate de benzyle qui a la particularité, d’une part
(contrairement au groupe acétamide) de ne pas former d’oxazoline, et d’autre part d’étre
stable dans diverses conditions acides et basiques.

Afin de mettre au point les conditions de glycosylation, nous avons choisi de préparer des
molécules modeles relativement simples pour vérifier la faisabilité des réactions de

glycosylation.

Synthese de molécules modeles

Stratégie de synthese

Nous avons choisi d’étudier plus précisément I’influence des groupements benzoate et
benzyle sur la glycosylation pour des molécules similaires a celles que nous allons étudier.
Pour cela nous avons préeparé les deux molécules 105 et 106 (Schéma 36). L’objectif étant
de « modéliser » la réaction de glycosylation, nous avons choisi comme accepteur le

composé 100.

0
OBn OBn
OAc o)
o}
RO o}
RO Ny
N3

105 r=Bz
106 rR=Bn

Schéma 36

Synthése des donneurs de glycosyle 105 et 106

Ces deux imidates sont obtenus a partir d’un méme précurseur, le diol 98, mentionné dans

le paragraphe 2.2.3.3 (cf. page 73).

Dans un premier temps, les fonctions alcool sont protégées par benzoylation ou par

benzylation dans les conditions classiques (Schéma 37). Le pont 1,6-anhydro est alors
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ouvert en milieu acide (Ac,O/TFA). La position anomérique est ensuite désacétylée
sélectivement au moyen d’acétate d’hydrazine permettant ainsi d’obtenir les hémiacétals
111 et 112 avec respectivement 83% et 89% de rendement. La positon anomérique est
ensuite activée par le groupe trichloroacétimidate pour fournir les donneurs de glycosyle
105 et 106 sous la forme de mélanges o:3 dans les proportions respectives de 90:10 et
95:5.

(0] o

OAc
OH OR o
~ a =~ c
O _— O —_— RO OAC
ou RO N
b 3
HO N, RO N,
98 107 r=Bz 109 r=Bz
108 rR=Bn 110 r=Bn

[N
[N
-

[EEN
[EEN
o

OAc OAc
O o]
4 5 RO OH __© o RO
RO RO
N3 N30

ccl,
105 r=Bz T

NH

[N
=

1
1

Bz
Bn 106 r=8n

R
R

[N
N

a: BzCl, pyridine, 87% ; b : BnBr, NaH, DMF, 89% ; ¢ : Ac,O/TFA, 90% pour 109 et 90% pour 110 ;
d : acétate d'hydrazine, DMF, 83% pour 111 et 89% pour 112 ; e : CI;,CCN, DBU, CH,Cl,, 31% pour
105 et 83% pour 106

Schéma 37

Synthéses des thiodisaccharides modéles 113 et 114

La glycosidation du donneur 105 avec I’accepteur 100 dans les conditions décrites
précédemment, donne le disaccharide 113 avec 27% de rendement et une proportion o.:3
de 4:6. Parallelement, la glycosylation mettant en jeu le donneur 106 fournit le

disaccharide 114 avec 77% de rendement et une proportion a.:3 de 3:7 (Schéma 38).
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o)
o OBn
OAc OAc ~0
o OBn o
RO ~o0 a
RO N + — R 0 N,
3o\n/ca3 HO N N,
3
105 R=Bz nNH 100 113 rR=Bz
106 rR=8Bn 114 r=8n

a: BF,.Et,0, PhCH,, -50°C, [27% pour 113 (c:p 4:6), 77% pour 114 (a:p 3:7)]

Schéma 38
Les rapports o:3 ont été évalués par spectrométrie de RMN du proton par intégration des

deux signaux correspondant a H-1a et a H-13 de I’unité B (Figure 11 et Figure 12).

170
H1B —————
H-1Bu
[7 E |
(8]
[43] il
—th
I 1 | I 1 L L | 0 0 ] 0 0 0 I ] 0 0 I 0 ]
560 54 560 5.50 5.4

Figure 11 (composé 113) Figure 12 (composé 114)

Ces résultats confirment que la présence de groupements benzyle en position 3 et 4 du
donneur de glycosyle améliore la réactivité par rapport aux groupements benzoate, tout en

induisant une meilleure sélectivité.

PAGE 79



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

0 : Synthese chimique, 0 Synthése d’un thiotrisaccharide de type 11l

Conclusion

Compte tenu des différentes réactions de glycosylation réalisées, nous pensons que les
meilleures conditions pour obtenir un thiotrisaccharide par extension du coté réducteur a

partir d’un thiodisaccharide de type 11, sont a priori :

e [’utilisation du promoteur BF3.Et,0 a basse température et dans le toluene

e [’utilisation d’un donneur et d’un accepteur possédant chacun un groupement benzyle
en position 3

13638 et des résultats de

Si I’on tient compte également des travaux antérieurs de Beau et col
nos divers essais, la position 2 du thiodisaccharide de type 1l ne devrait plus porter un
groupement acétamido, mais un groupement azido ou carbamate. Afin de différencier la
fonction amine de [I'unité non réductrice du thiotrisaccharide en vue d’une

fonctionnalisation, nous avons opté pour un groupement carbamate de benzyle.
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Synthése du thiotrisaccharide 115

Stratégie de synthese

o)

Ac Ac
AcO N
AcO %n (0] N 3
3

(©)
HNCbz
115

o}
OBn
OAc ~0
o}
AcO S
CAcO Ny

HNCbz
116

Schéma 39

Le thiotrisaccharide 115 sera préparé a partir du thiodisaccharide 116, par glycosylation du
coté réducteur aprés ouverture du pont 1,6-anhydro (Schéma 39).
thioglycosidique sera obtenue par substitution nucléophile entre le thiol 117, dont la
fonction amine est protégée par un groupement carbamate de benzyle, et le triflate 118,
dont I’hydroxyle en position 3 est protégé sous forme de benzyle pour conduire au

thiodisaccharide 116.
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Synthese du thiodisaccharide 116

Synthese du thiol 117

Comme nous I’avons déja mentionné (paragraphe 2.1.1, page 60), le groupe thiol
anomeérique peut étre créé par action de I’acide thioacétique suivie d’une hydrolyse en
présence de cystéamine®®. Une autre possibilité a été proposée par Horton et Wolfrom®’ qui
ont montré que I’action de thiourée sur un halogénure anomérique en présence d’une base,

conduit a une pseudothiourée qui est hydrolysée en thiol par le sulfite de sodium.

C’est cette derniere méthode que nous avons choisie pour la synthése du thiol 117 (Schéma
40).

OH OH
o) ° a o) ° b 0 °
H H Ac
HO OH >  Ho OH > AcO
HNCbz
119

HCILH,N HNCbz
cl
120
OAc OAc
c 0 d 0
5 AcO S NH, HCl _— — o AcO SH
@ AcO 2 AcO
HNCbz HNCbz
NH
121 117

a : chloroformate de benzyle, NaHCO;,, H,0, 70% ; b : AcCl ; c : thiourée, acétone, KOH, 47% & partir de 119 ;
d : Na,SO,, acétone/eau, 81%

Schéma 40

Aprés protection de la fonction amine du chlorhydrate de la D-glucosamine par le
groupement carbamate de benzyle®, le triol est acétylé selon les conditions de Stevens et
al.® en présence d’AcCl et conduit & I’a-chlorure 120. L’atome de soufre est ensuite
introduit par action de thiourée, conduisant au chlorhydrate de la pseudothiourée 121 avec
un rendement de 47% a partir de 119. Le thiol est alors obtenu par traitement au sulfite de

sodium dans un mélange acétone/eau avec un rendement de 81%.

Ces résultats montrent que cette méthode d’introduction de I’atome de soufre est plus
efficace que celle utilisée pour la synthese du thiol 91 (paragraphe 2.1.1, cf. page 60),
puisqu’elle donne un meilleur rendement (25%) que la méthode employant le passage par
un thioacétate (6%).
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La structure du composé 117 est confirmée par spectrométrie de RMN du proton dans le
DMSO-dg (Figure 13). On observe notamment a 7.53 ppm le doublet correspondant au
proton de I’amine et a 4.75 ppm le doublet correspondant au H-1 avec une constante de
couplage de 10.1 Hz caractéristique d’un couplage 1,2 trans diaxial ; les signaux des

protons aromatiques caractérisent la présence du groupement carbamate de benzyle.

5| GO [
. ‘ SED
—

(

NH

Figure 13

Synthése du triflate 118

Le schéma de synthése utilisé pour le triflate benzoylé 92, décrit précédemment
(paragraphe 2.1.2, page 60), ne peut étre appliqué a la synthese du triflate benzylé 118. En
effet, la derniére étape consiste en une triflation de la position 4, suivie in situ de la
benzoylation de la position 3. Dans le cas du composé 118, la triflation suivie de la
benzylation ne donnerait pas le composé attendu en raison de I’instabilité du triflate dans

les conditions de la benzylation (NaH).

Nous avons donc choisi d’utiliser le composé 100, décrit précédemment (Schéma 33, page
74), en série D-gluco et de réaliser une inversion de configuration de I’atome de carbone 4.

Dans ce but, nous avons adapté la méthode décrite par Lee et coll.*?

pour réaliser une
inversion de configuration de monosaccharides de conformation “C; et de configuration D-

gluco (Schéma 41).
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(o] o (0] (o]
OBn OBn OBn OBn
~ ~ ~ ~
o] a o) b HO o] c TfO o]
HO N, TfO N, N, N,
100 12 123 118

a: Tf,0, pyridine, CH,Cl,, -15°C, quantitatif ; b : NaNO,, DMF, 68% ; ¢ : Tf,O, pyridine, CH,Cl,, -15°C, 94%

Schéma 41

L’inversion de configuration est réalisée par I’attaque nucléophile de type Sn2 sur un
triflate. Le substituant ainsi introduit est ensuite hydrolysé pour libérer la nouvelle fonction
alcool. Les agents nucléophiles généralement utilisés sont le formiate de potassium ou le

nitrite de potassium ou de sodium®.

La triflation du groupement hydroxyle du dérivé anhydro 100 fournit le triflate 122 avec
un rendement quantitatif. L’attaque nucléophile de type Sn2 par le nitrite de sodium sur le
triflate 122, suivie d’une hydrolyse, génere le composé 123 de configuration D-galacto
avec un rendement de 68%. La réaction de triflatation permet d’obtenir le composé 118

avec un rendement de 64% a partir du dérivé 100.

L’étude du spectre de RMN du proton confirme I’inversion de configuration. La
comparaison des spectres des composés 100 et 123 permet de noter le changement de
multiplicité et de déplacement chimique des signaux des protons H-3 et H-4 (Figure 14).
Sur le spectre de RMN du proton du composé 100, le doublet a 3.66 ppm correspondant a
H-4 devient un multiplet a 4.04 ppm pour le composé 123, en accord avec les couplages
axiaux-équatoriaux entre H-4 et H-3 et entre H-4 et H-5 de I’ordre de 5.4 Hz. On note
également le changement de forme du signal de H-3, d( au couplage avec H-4.
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composé 100

4.30 420 4.10 4.00 3.50 35.80 3.70 3.60 3.50
H-5 compose 123 H-2
= H6
H-4 H-2
T T T T T T T T ]
4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 370 360 3.50
Figure 14

Syntheése du thiodisaccharide 116

La réaction de substitution nucléophile de type Sy2 utilisant le thiol 117 et portant sur le
triflate 118, en présence de NaH, conduit au thiodisaccharide 116 attendu avec un
rendement de 88% (Schéma 42).

AcO SH

AcO
HNCbz o

117

a 0
—_—
+ ACE/O%S N,
o C

OBn
TfO ~0

N
118

3

a: NaH, DMF, 88%
Schéma 42
Ce résultat confirme que la formation de la liaison thioglycosidique selon une réaction de
substitution donne de tres bons rendements et présente une excellente stéréosélectivitée. En

effet, le spectre de RMN du proton (Figure 15) prouve que la stéréoisomérie de la liaison
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formée est B-1,4 (H-1A : doublet a 4.89 ppm présentant une constante de couplage de 11.1
Hz) et que la configuration de I’unité réductrice est de type gluco confirmant la réaction de
type Sn2 (singulet élargi a 3.19 ppm, di a H-4B, caractéristique d’un couplage trans

diéquatorial avec H-3B).

1=

Figure 15

Ayant préparé ce thiodisaccharide, dont la fonction amine de I’unité (A) et le groupe
hydroxyle en position 4 de I’unité (B) sont protégés, respectivement, par un carbamate de
benzyle et un groupement benzyle, nous avons alors envisagé la synthése du

thiotrisaccharide 115, décrit précédemment (Schéma 43).

% Aw% %
HNCbz AcO HNCbz
115

Schéma 43

Synthese du thiotrisaccharide 115

La préparation du thiotrisaccharide 115 nécessite la synthése d’un donneur de glycosyle,

en I’occurrence un trichloroacétimidate, suivie d’une glycosylation.
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Préparation du donneur de glycosyle 126

L’ acétolyse du pont 1,6-anhydro en présence d’un mélange Ac,O/TFA (9/1) conduit a

I’acétate 124 avec 96% de rendement (Schéma 44).

o)
OBn
OAc ~0
0 a
Ac S — = & A0
Reo Ny AcO

HNCbz HNCbz

116 124

—> AcO % OH — % . Ao
AcO ACO
H NCbZ

HNCbz
CCI

a: Ac,O/TFA (9/1), 96% (o 75:25) ; b : acétate d'hydrazine, DMF, 81% (o 6:4) ; ¢ : CI,CCN, DBU, CH,Cl,, 82% (a.: 8:2)

Schéma 44

La position anomérique est ensuite déprotégée sélectivement par action d’acétate
d’hydrazine dans le DMF pour fournir I’hémiacétal 125 sous la forme d’un mélange
d’anomeres (o.:3 6:4) avec un rendement de 81%. Enfin, la position anomérique est activée
sous la forme d’un trichloroacétimidate 126 (mélange d’anomeéres a et 3 dans le rapport

8:2) avec un rendement de 82%.

Synthése du thiotrisaccharide 115

Dans un premier temps, la réaction de glycosylation est réalisée dans les conditions mises
au point pour la synthése des molécules modeles 113 et 114 (cf. page 77) (BF3.Et,O dans
le toluéne et a basse température) (Schéma 45, Tableau 3, entrée 1). Les résultats n’étant
pas satisfaisants (rendement de 24% et rapport o:3 environ de 3:1) nous avons réalisé de
nombreux essais afin de les améliorer. Ces essais, rassemblés dans le Tableau 3, montrent

I’influence de parameétres tels que le solvant, le promoteur et la température.
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A

OBn
OBn
AcO
AcO AcO
HNCbz AcO

CCl; HO HNCbz

126

a : voir tableau 3 pour détails

Schéma 45

’ Température Rendement  Rapport
Entrée  Promoteur Solvant

(°C) (%) o:p

BF;.Et,O

1 ] PhCHj3 -78a-20 24 31
(0.1¢q.)
TESOTf

2 ) PhCHj3 -782a-20 20 2:1
(0.1éq.)
TESOTf .

3 ] CHsCN -30a-10 29 1:2
(0.2 ¢éq.)
BF;.Et,0

4 ) CH,CI, -782a-20 57 1:4.7
(0.2¢q.)
BF;.Et,O .

5 ] CH.CI, -78a-20 30 1:4
(0.3¢q.)
BF3.Et,0 température

6 ) CH,CI, ) * 1:1
(0.3€éq.) ambiante
BFs.Et,O CH2C|2/I’]- .

7 -782a-20 47 1:3.9

(0.2 ¢eq.) Hex 1/3.2

BF;.Et,O CH,Cl,/n- .
8 , -784-20 * 1:3.7
(0.3¢q.) Hex 1/3.2

BFs.Et,O CH2C|2/I’]- .
9 ] -78a-20 60 1:3.8
(0.2 ¢eq.) Hex 5/8

Tableau 3 : Influence de divers parametres sur I’obtention du thiotrisacccharide 115
* les deux anomeéres n’ont pas été isolés et le rapport a.: a été estimé par spectrométrie de RMN du proton
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Les rapports o.:p ont été estimés par spectrométrie de RMN du proton en se basant sur les
deux singulets correspondant a H-1Ca et a H-1CpB respectivement & 5.56 ppm et a 5.52

ppm (Figure 16).

H-1CP ”

=

B __w_m___whjn'J ]L“Mw,f'hf\/\w\ju, Mf"b’h II\.J]U.U "". \JUL

T T
520 560 A40 50 00 480 4.50

Figure 16

Le deuxiéme essai correspond a une glycosylation avec le TESOTT dans le toluéne (entrée
2). Nous avons observé un relative amélioration du rapport a.: (2:1) mais le rendement
reste tres faible (20%).

Nous avons ensuite utilisé I’acétonitrile (entrée 3), solvant connu pour participer a la
réaction® et favoriser (en I’absence de groupe participant en position 2) la formation du -

glycoside (Schéma 46).
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OR OR

O Promoteur : Y R S «
RO ~\ + Accepteur : A-H * RS

OR
X

SN, ou type SN, type SN, SN, ou type SN,
(Solvants non polaires) (Solvants polaires donneurs) (Solvants non polaires)

OR OR

o (o]
RO A A @ AH, @ O RO
RO RO
OR OR|
A

&A e % % &f}

Schéma 46 : Réactions de glycosylation suivant le solvant utilisé (d’aprés Schmidt™)

En effet, I'utilisation de I’acétonitrile conduit plus rapidement a la formation de
I’intermédiaire conjugué a-nitrilium-nitrile fournissant le B-glycoside, qu’a la formation du
conjugué B-nitrilium-nitrile, pourtant thermodynamiquement plus stable, qui conduit & I’a.-
glycoside. Les résultats observés lors de cet essai sont en accord avec les études de
Schmidt et coll.®}, puisque nous obtenons le thiotrisaccharide 115 sous la forme d’un

mélange anomérique en faveur de I’anomere 3 (1:2).

Afin d’augmenter la proportion de I’anomeére (3, nous avons choisi d’utiliser du BF3.Et,0

dans le CH.Cl, & basse température, conditions connues®">7¢

pour favoriser la formation
de I’anomere B. Ce résultat est confirme (entrée 4) : le thiotrisaccharide 115 est obtenu

majoritairement sous sa forme B (1:4.7) avec un rendement de 57%.

D’autres essais de glycosylation ont été poursuivis dans le but d’étudier I’influence de
différents facteurs tels que le solvant, la température et la quantité de promoteur, sur la
stéréochimie de la réaction (entrées 5-9).

De maniére globale, on peut déduire que I'utilisation du mélange CH,Cl,/n-Hex comme
solvant (entrées 7 et 9), comparativement a I’utilisation de CHClI; seul, ne conduit pas a de
nettes améliorations de la selectivité de la réaction (le rapport a3 est de 1:3.9 et 1:3.8 au
lieu de 1:4.7).
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Nous avons ensuite étudié I’influence de la concentration en promoteur (entrees 5 et 8).
L utilisation de plus grandes quantités de BF3.Et,0O (0.3 éq. contre 0.2 éq.) n’améliore pas
la sélectivité mais diminue le rendement de la réaction qui chute de 57% a 30%. Ceci
pourrait s’expliquer par I’hydrolyse de I’imidate due a la présence d’une quantité trop

importante d’acide de Lewis.

Comme on pouvait le prévoir, la température a une influence sur la sélectivité et sur le
rendement de la glycosylation (entrées 5 et 6). A plus haute température, le produit obtenu
sous controle thermodynamique (anomére o) est favorise. En effet, dans les mémes
conditions d’utilisation de promoteur et de solvant, la glycosylation réalisée a —78°C donne
le thiotrisaccharide 115 avec un rapport o de 1:4, alors que la réaction a température

ambiante fournit ce méme thiotrisaccharide avec un rapport o.: de 1:1.

Ces différents essais montrent que les meilleurs résultats sont obtenus par utilisation de
BF3.Et,0O (0.2 ég.) dans le CH,Cl, a basse température. Ce sont ces conditions que nous
avons utilisées finalement pour la synthese du thiotrisaccharide 115, obtenu avec 57% de

rendement et un rapport o:3 de 1:4.7 (entrée 4).

La glycosylation conduisant a un mélange des deux anomeres (a:f environ 1:4.7),
plusieurs essais de purification par chromatographie avec divers éluants, différentes phases
stationnaires (silice et alumine) et différents débits ont été réalisés sans donner de résultats
satisfaisants. Ce travail faisant I’objet d’une collaboration entre notre laboratoire et celui
du Pr. Auzanneau a I’université de Guelph (Ontario, Canada), financée par le Fonds
France-Canada pour la Recherche (FFCR), la mise au point de la séparation des deux
anomeres a été effectuée lors de mon séjour au Canada. Cette séparation a été réalisée par
HPLC sur un appareil Waters® avec une colonne phase normale (PrepNova Pack®, silice
125 A, 40 x 100 mm) et un systéme d’éluants composé d’acétate d’éthyle et d’hexane. La

détection a été réalisée par un détecteur UV calibré a 270 nm.

Les meilleures conditions mises au point pour la séparation sont décrites dans la partie
expérimentale et comme le montre la Figure 17, elles permettent une séparation efficace
des deux anomeéres avec des temps de rétention de 56.9 min pour I’anomére (3 et de 68.5

min pour I’anomeére a.
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Figure 17
La realisation de différentes injections en HPLC préparative nous

deux anomeres . et 3 avec les rendements respectifs de 10% et 47%.

Conclusion

a permis d’obtenir les

Nous avons donc mis au point une synthése efficace du thiotrisaccharide 115 a partir des

deux monosaccharides 117 et 118 avec un rendement global de 26%

a partir du triflate 118

(Schéma 47). Nous avons également développé une méthode originale de préparation d’un

monosaccharide 1,6-anhydro en série D-galacto par inversion de configuration.
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OAcC
AcO %
C SH O
AcO
¢ HNCbz OBn
117 Ohe O
= o)
o AR S
° HNCbz
OBn m
TfO ~0
118 N
o)
OBn
OAc OAc ~0
o o)
- o
16 —= A %0 N,
HNCbz N,
1158
Schéma 47

Le thiotrisaccharide 115B est un précurseur de la synthése de thiotétrasaccharides,
analogues potentiels de facteurs Nod. Nous avons donc envisagé la synthése d’un
thiotétrasaccharide par extension du coté non réducteur, par glycosylation d’un accepteur,
dérivant du thiotrisaccharide 1158, et d’un donneur de glycosyle possédant un groupement
protecteur de la fonction amine différent des groupements protecteurs des autres atomes

d’azote.

Synthese du thiotétrasaccharide 136

Dans le but de préparer un thiotétrasaccharide et en tenant compte des résultats obtenus
précédemment, nous avons choisi de préparer un accepteur dérivant du trisaccharide 1158
qui sera couplé avec un donneur de glycosyle activé sous la forme d’un

trichloroacétimidate(Schéma 48).
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o)
OBn
OAc OR OR _0
§ ) %O
AcO HO N
AcO O CCL + RO SBno :
NPhth \ﬂ/ HNCbz N,
NH
0
Bn
OR OR e
o)
Q o)
S N
ACO%O BnO. 3
AcO NPhth RO HNCbz N,
Schéma 48

La fonction amine de ce dernier sera protégée par un groupement phtalimido relativement
facile & introduire et & hydrolyser® et permettant, outre la différentiation des fonctions

amine en vue de leur fonctionnalisation, une bonne sélectivité

Synthése du donneur de glycosyle 127

La synthése de cet imidate est réalisée selon le mode opératoire décrit dans la littérature**3

en trois étapes a partir du chlorhydrate de la D-glucosamine (Schéma 49).

OH OAc

o) o]
b, c
HO anb AcO
—_—
HO%OH AcO o._-CcCl
HCI.H,N NPhth T
NH
127

a : anhydride phtalique, NaHCOj,, Ac,0, pyridine ; b : acétate d'hydrazine, DMF ;
c: Cl,CCN, DBU, CH,Cl,

Schéma 49

Aprés protection de la fonction amine par le groupement phthalimido et acétylation in situ
des groupes hydroxyle, la position anomérique est désacétylée sélectivement en présence
d’acétate d’hydrazine. Le trichloroacétimidate 127 est alors obtenu selon les conditions

75,76,91

classiques de Schmidt en utilisant le DBU comme base.
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Synthese de I’accepteur de glycosyle

Le schéma de synthese envisagé pour préparer I’accepteur de glycosyle, repose sur la

formation préalable d’un benzylidéne acétal (Schéma 50).

HNCbz HNCbz

(o) O
OBn Bn
OAc OAc 0 OH ~o
ACO Sno N 3 - > HO BnO. N 3
3 3
1158 128

o)
OBn
oPMB OR g
o 0
. )
RO N
3

HNCbz

Schéma 50

Nous avons opté pour I’utilisation d’un benzylidéne de type p-méthoxybenzylidéne. En
effet, I’ouverture de cet acétal ainsi que I’hydrolyse du groupement p-méthoxybenzyle,
correspondant en position 6, sont relativement faciles & mettre en oeuvre®®. Aprés
protection des groupes hydroxyle 3 et 6 du thiotrisaccharide 128, I’ouverture sélective de

I’acétal devrait conduire a I’accepteur attendu.

Préparation du thiotrisaccharide 128

Parmi les méthodes de formation d’acétals de type benzylidéne les plus utilisées, on peut
citer celle basée sur une transacétalation en milieu acide de I’a,,a-diméthoxytoluene dans le
DMF en présence d’APTS*%. || existe également une méthode de protection en milieu
basique utilisant des dérivés d’a,a-dihalogénotoluéne. Par exemple, I’utilisation d’o,a-
dibromotoluéne & reflux dans de la pyridine®™ a permis la protection des positions 4 et 6 de
I’a-D-glucopyranoside de méthyle avec un rendement de 86%. Parmi ces différentes

méthodes, nous avons choisi la transacétalation en milieu acide.

Dans un premier temps, le thiotrisaccharide 1158 est désacétylé selon les conditions de
Zemplén (méthanolate de sodium dans le MeOH) pour fournir le polyol 129 avec un
rendement de 90%. Les groupes hydroxyle 4 et 6 de I’unité non réductrice sont alors

protégés par le groupe O-p-méthoxybenzylidéne par action du diméthylacétal du p-
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anisaldéhyde en présence d’acide camphorsulfonique dans I’acétonitrile. Le diol 128 est

ainsi obtenu avec un rendement de 73% (Schéma 51).

OBn OBn

HNCbz

a: MeONa, MeOH, 90% ; b : diméthylacétal de p-anisaldéhyde , CSA, CH,CN, 73%

Schéma 51

De nombreux essais ont été nécessaires pour mettre au point les conditions précises de
cette protection. Tout d’abord, la réaction a éte réalisée dans le DMF et le CH,ClI, avec des
rendements relativement faibles (moins de 50%), le temps de réaction variant d’une a
plusieurs heures. L’utilisation de I’acétonitrile a permis d’augmenter considérablement le

rendement (73%) et de réduire le temps de réaction (5 min).

La présence sur le spectre de RMN du proton d’un singulet a 5.43 ppm correspondant au
proton acétalique ainsi que celle d’un doublet a 6.86 ppm correspondant a deux protons
aromatiques du groupe p-méthoxybenzylidéne, confirment la structure de I’acétal 128
(Figure 18).
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Figure 18

Protection des groupes hydroxyle en positions 3 (unité A) et 6 (unité B)

Protection sous forme d’éther
La protection des fonctions alcool par des groupements benzyle a pour but d’introduire en

position 3 un groupement favorisant la glycosylation (cf. conclusions précédentes).

Q

OBn e

=
N
(00}

b 0
Bn
OTBDPS 0
pvp” N0 Q Q
¢ S O N,
HO BnO
N3

HNCbz

0
Bn
OTBDPS e
c pvp” N0 Q Q
131 > . S ° N
=9 BnO BnO
HNCbz N,

132

a: BnBr, BaO, Ba(OH),.8H,0, DMF ; b : TBDPSCI, imidazole, DMF, 74% ; c : BnBr, KOH, dioxane
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Schéma 52

L’essai de benzylation du diol 128, en présence de BaO, Ba(OH),.8H,0 dans le DMF’,
conditions donnant de bons résultats pour les dérivés de la D-glucosamine, n’a pas conduit
au produit 130 attendu (Schéma 52). Il est a noter que des benzylations dans ces conditions

98,99

ont conduit™*” a la formation de sous-produits issus d’une cyclisation intramoléculaire.

Nous avons alors envisagé une autre méthode décrite pour la benzylation de dérivés de D-
glucosamine dont la fonction amine est protégée sous forme de carbamate de benzyle®™.
Nous avons au préalable protégé le groupe hydroxyle en position 6 par silylation pour
fournir le thiotrisaccharide 131 avec 74% de rendement. La benzylation du groupe
hydroxyle en position 4 du composé 131, au moyen de BnBr et de KOH dans le

99,100

dioxane n’a cependant pas conduit a la protection attendue.

Un produit secondaire 133 (Figure 19) a été isolé avec un rendement de 22%. Sa structure
est confirmée par spectrométrie de RMN du proton et du carbone.

QO
Bn
OTBDPS
P“”A% %

° 133

Figure 19

Le spectre de RMN du proton (Figure 20) montre la présence de 29 protons aromatiques
(34 attendus pour 132). De plus, on observe un doublet a 4.62 ppm, possédant une trés
forte constante de couplage inhabituelle (J = 15.6 Hz), correspondant a un proton du

—CH,— du benzyle porté par I’atome d’azote.
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CHPh

Figure 20

On observe également sur le spectre de RMN du carbone un signal a 47.98 ppm
correspondant a I’atome de carbone du groupe méthyléne du substituant benzyle porté par
I’atome d’azote (Figure 21). Généralement, les atomes de carbone de méthylenes des
groupements benzyle, portés par un oxygene, ont des déplacements chimiques compris
entre 70 et 90 ppm.

A7 980
A6 418

CH:Ph

CH50

C-4B CHLCO

R R R R R R R R R R S R R R U O U
58 56 54 52 50 48 48 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24

Figure 21

|.99

Le méme type de sous-produit a déja été observé par Wessel et al.”™ qui ont décrit les

signaux caractéristiques en RMN du proton comme étant deux doublets a 4.54 et 4.06 ppm
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avec une constante de couplage géminal de 14.8 Hz. Un aplatissement du cycle
pyranosique entraine I’abaissement de la constante de couplage Ji, et I’augmentation de
J23. Ces caractéristiques spectrales sont en accord avec celles observées pour la

benzylation du composé 131.

Compte tenu des résultats obtenus lors des différents essais de benzylation, nous nous
sommes orientés vers la protection des deux groupes hydroxyle libres sous forme

d’acétates.

Protection sous forme d’acétate

Le composé 128 est acétylé dans les conditions classiques pour fournir le composé
diacétylé 134 avec un rendement de 97% (Schéma 53).

HNCbz HNCbz

Q Q
Bn Bn
OH 0 OAc 0
(0] o) Q O o) Q
PMP/X S/%O N, = PMP/X S/%O N
HO BnO N AcO BnO N
3 3
128 134

a: Ac,0, pyridine, 97%

Schéma 53

Synthése de I’accepteur 135

La méthode la plus utilisée pour I’ouverture sélective d’un p-méthoxybenzylidéne,
permettant d’obtenir un groupe hydroxyle libre en position 4, utilise le NaBH3;CN et le
TFA dans le DMF™. Nous avons appliqué ce procédé et obtenu I’accepteur 135 avec un
rendement de 79% (Schéma 54).

PAGE 100



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

0 : Synthése chimique, 0 Synthése du thiotétrasaccharide 136

HNCbz HNCbz

Q QO
Bn Bn
OAc ~0 OPMB OAc 0
¢ 0 Q a 0 Q
AcO BnO. 3 AcO BnO 3
N3 N3
134 135

a: NaBH,CN, TFA, DMF, 79%

Schéma 54

L’étude du spectre de RMN du proton confirme la structure du composé 135 : présence de
deux singulets a 2.02 et a 1.93 ppm, correspondant au deux groupes acétate en position 3 et
6. De plus, sur le spectre du carbone en JMOD, on constate I’apparition d’un signal pair

supplémentaire, correspondant au CH, du groupe p-méthoxybenzyle introduit.

L’ accepteur 135 a donc été préparé en quatre étapes a partir du thiotrisaccharide 115 avec
un rendement global de 50%.

Synthese du thiotétrasaccharide 136

La glycosylation a été réalisée dans les conditions mises au point lors de la formation du
thiotrisaccharide 115. Le couplage du donneur 127 et de I’accepteur 135, en présence de
BF;.Et,O dans le CH,CI, et a basse température, fournit le thiotétrasaccharide 136 avec
72% de rendement (Schéma 55).

OA ~
OAC oAc OPMB c o
% 3 X X °
AcO a o) S N,
o_.cc, + 135 —2 5 A AcO Bno
RO et 135 ACO NPhth HNCbz Ns
NH
127 136

a: BF;.Et,0, CH,CI,, 72%, (o:p 0:1)

Schéma 55
La stéréosélectivité de la glycosylation est excellente puisque la formation d’un composé

unique est observée. Il s’agit de I’anomeére B car le spectre de RMN du proton révele a 5.34
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ppm un doublet correspondant a H-1A et possédant une constante de couplage Ji, de 8.4
Hz, caractéristique d’un couplage 1,2 trans diaxial. Cette attribution est confirmée par
I’absence d’un doublet de faible constante de couplage qui correspondrait a H-1Aa. (Figure
22).

H-3A

Figure 22: Spectre de RMN du proton du composé 136

Conclusion sur la synthese chimique du thiotétrasaccharide 136

Nous avons décrit dans ce chapitre la synthese du thiotétrasaccharide 136, précurseur
d’analogues de facteurs Nod, a partir des deux monosaccharides 117 et 118 et avec un
rendement global de 9% (Schéma 56).
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HNCbz
OBn OBn
SN A%
AcO

o HNCbz HNCbz
OBn 116
TfO ~0
118"
Bn
OPMB /%
115 — Afxcc’o — %@
Schéma 56

La préparation du thiotétrasaccharide 136 a nécessité de longues mises au point,

notamment pour le choix des groupements protecteurs et des conditions de glycosylation.

La détermination de la nature des groupements protecteurs nous a conduit a reconsidérer
I’approche de la synthése du précurseur thiodisaccharidique de type Il. Aprés avoir mis au
point la synthése du triflate 118 par inversion de configuration de I’atome de carbone 4,
nous avons amélioré la réaction de substitution nucléophile de type Sn2 entre le thiol
anomérique 117 et le triflate 118 de conformation 'C4 permettant I’introduction de la

liaison thioglycosidique avec un rendement de 88%.

Une étude de I’influence de différents facteurs (promoteur, solvant, température) lors de la
réaction de glycosylation nous a permis de mettre au point la préparation du
thiotrisaccharide 1158, obtenu avec 47% de rendement.

Ces conditions de glycosylation, nous ont egalement permis de former le

thiotétrasaccharide 136 avec un rendement de 72%.

Comme nous I’avons souligné précédemment, la synthése de facteurs Nod ou d’analogues
est basée sur la préparation d’un squelette chitinique suivie de sa fonctionnalisation. Ayant
prépareé le thiotétrasaccharide 136 présentant ce squelette, des travaux ultérieurs devraient

permettre sa fonctionnalisation.
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Nous avons également envisagé, afin notamment de limiter le nombres d’étapes, de
préparer des thioanalogues de facteurs Nod par transfert enzymatique sur des thiodi- et des

thiotri-saccharides.
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Synthese par voie enzymatique

La voie enzymatique est une alternative a I’obtention par voie chimique de précurseurs
d’analogues de facteurs Nod. Elle permet globalement d’éviter des étapes de protection-

déprotection.

A partir d’un thiotrisaccharide et par extension du c6té non réducteur, nous envisageons
I’obtention d’un thiotétrasaccharide qui, aprés fonctionnalisation, serait un analogue
potentiel de facteurs de nodulation (Schéma 57). La chaine grasse pourrait plus aisément

étre introduite, du fait de la présence d’une amine libre sur I’extrémité non reductrice.

HNCbz HNAc

OSO,H

%%%%

HNAC HNAc HNAc

R': Chaine Grasse

Schéma 57

Nous avons appliqué ce schéma original dans le cas de thiooligosaccharides pour préparer,
dans un premier temps, un thiotrisaccharide. La mise au point pour |’obtention du
thiotrisaccharide nous permettra d’envisager la préparation d’un thiotétrasaccharide par

transfert enzymatique.

Quelques rappels bibliographiques

La synthese chimique de biomolécules souvent complexes est limitée par I’utilisation de
protections fonctionnelles menant souvent a des procédés multistades aux faibles

rendements globaux. Une alternative a ces handicaps est la mise en jeu d’enzymes.
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Les réactions enzymatiques présentent deux principaux avantages par rapport aux

méthodes classiques de synthéses osidiques’®? :

e La compatibilité avec les milieux aqueux. La plupart des réactions couramment

utilisées en chimie organique sont incompatibles avec I’eau qui est pourtant le milieu le
mieux adapté aux réactions impliquant des composés polaires, protiques et hydrophiles tels
que les sucres. Les enzymes agissent généralement en solution aqueuse, a pH proche de la
neutralité et & température ambiante. L utilisation d’enzymes évite donc de recourir a des

réactions de protection-déprotection des groupements fonctionnels.

e La spécificité. Tout d’abord, les réactions mettant en jeu des enzymes, sont considérées
comme chimiospécifiques. De plus, ces réactions présentent un caractere de
régiospécificité vis-a-vis des groupes hydroxyle présents et donc de la possibilité de
multiréactions. Enfin, les enzymes sont stéréospécifiques et ne réagissent qu’avec certains

centres stéréogéniques.

Malgré les techniques d’immobilisation sur support permettant d’utiliser les enzymes
plusieurs fois, I’isolement de ces dernieres reste un travail laborieux, expliquant

notamment le colt non négligeable de ces enzymes.

A titre d’exemple, la B-1,4 galactosyltransférase (GalT, EC 2.4.1.38) est isolée a partir du
lait de vache'®®. Tout d’abord, le lait dépourvu de graisse est centrifugé a grande vitesse
pour éliminer la caséine puis le mélange est traité par chromatographie sur colonne
d’UDP-hexanolamine en utilisant comme éluant un mélange GIcNAc et EDTA, permettant

ainsi I’obtention la -1,4 galactosyltransférase.

Deux grands groupes d’enzymes peuvent étre utilisés dans la synthése

oligosaccharidique™® :

e les glycosyltransférases transferent des monosaccharides activés généralement sous

forme de nucléosides, sur des chaines d’oligo- ou de poly-saccharides (Schéma 58).

o les glycosylhydrolases, outre la coupure des liaisons glycosidiques, peuvent former des

liaisons interglycosidiques dans certaines conditions entrainant I’inversion de I’équilibre.
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Glycosyltransférase

E-D == D-O0-A + E—H

E—H + D—Z E = enzyme

D-Y ou D-Z = donneur de glycosyle
A-OH = accepteur de glycosyle
Glycosylhydrolase X D-O-A = produit de glycosylation

Schéma 58 (d’aprés Stiller et al.'®)

Nous exposerons essentiellement [I’utilisation des glycosyltransférases car les
glycosylhydrolases présentent quelques inconvénients majeurs dans la synthese
saccharidique. En effet, la plupart du temps, ces enzymes ne sont pas régiospécifiques ;
elles entrainent la formation de nombreux produits et par conséquent des difficultés de
purification se traduisant par des rendements faibles. De plus, beaucoup de
glycosylhydrolases catalysent la formation prépondérante de liaisons 1-6'° alors que les
structures de la plupart des glycoconjugués possedent les liaisons 1-2, 1-3 ou 1-4.

Les glycosyltransférases, quant a elles, ont le grand avantage d’étre régiospécifiques. Dans
la plupart des cas, ces enzymes sont hautement spécifiques vis-a-vis de I’accepteur et il est
possible de glycosyler seulement un saccharide présent dans un mélange de sucres ou en
tant que partie d’une structure oligosaccharidique complexe.

Souvent, les oligosaccharides supérieurs sont préparés de maniére chimioenzymatique :
c’est-a-dire que des méthodes chimiques sont utilisées pour la synthése des
oligosaccharides accepteurs et les glycosyltransférases sont utilisées pour les étapes finales
de glycosylation. Une alternative est I’utilisation des glycosylhydrolases, abondantes, pour
synthétiser de « petits » oligosaccharides et les glycosyltransférases pour les derniéres

étapes de la glycosylation pour lesquelles la régiospécificité doit étre maximale”’.

Les glycosyltransférases nécessitent I’activation du sucre a transférer, sous forme de

108

nucléoside’®. Ces nucléosides peuvent étre préparés soit par voie chimique'®, soit par voie

enzymatique''’. La plupart des monosaccharides comme le D-glucose, le D-galactose, la N-

PAGE 108



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

0 : Synthése par voie enzymatique, 0 Quelques rappels bibliographiques

acétyl-D-glucosamine, la N-acétyl-D-galactosamine ou le D-xylose, sont actives via leur
dérivé uridine-5’-diphosphate (UDP), alors que le b-mannose ou le L-fucose sont activés
en tant que dérivé du guanosine-5’-diphosphate (GDP) (Figure 23).

P y—P~ N o 0-P~0-P~o N NH
o o o 07 '\"0 o
\ O \ U (o] o o
OH OH OH OH
UDP-sucre GDP-sucre

OH OH

CMP-sucre

Figure 23

Ces nucléosides sont généralement préparés a partir d’un saccharide-1-phosphate et d’un
nucléotide triphosphate. Comme les nucléotides triphosphates sont extrémement chers, des
méthodes ont été développées pour les préparer a partir de monophosphates moins
colteux, comme le cytosine-5’-monophosphate’™* (CMP) ou le guanosine-5’-
monophosphate'*? (GMP) (Figure 24).

CMP
ou
pyruvate ATP GMP
pyruvate adénylate guanylate
kinase kinase ©Y  kinase
PEP ADP CDP CTP
ou ou
GDP GTP
pyruvate
PEP kinase pyruvate

Figure 24 (d’aprés Stiller et al.’®)

Le CMP ou le GMP sont convertis en CDP ou en GDP par action respectivement de
I’adénylate kinase ou de la guanylate kinase. Dans ce processus, une unité de phosphate est
apportée par I’adénosine-5’-triphosphate (ATP) qui est transformée en adénosine-5’-
diphosphate (ADP). La régénération de I’ATP et la phosphorylation de CDP ou de GDP,

respectivement, en CTP ou en GTP, est réalisée par I’action de la pyruvate kinase en
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présence de phosphoénolpyruvate (PEP). La combinaison de ces deux réactions
enzymatiques permet la synthése de CTP ou de GTP a partir des monophosphates
correspondants moins colteux.

A titre d’exemple, la biosynthése des antigenes A et B du groupe sanguin est catalysée par
les glycosyltransférases GTA (EC 2.4.1.40) et GTB (EC 2.4.1.37)**® (Schéma 59).

OH OH
R OH _OH
HO AcNH S OR
o
o}
UDP-GalNAc
. H,C 0 OH
OH, OH OH
o GTA OH
OR
HO Antigéne A
o}
OH OH OH
OH o
UDP-Gal OH_OH
Antigéne H (O - > HO
g ©) GTB o (0] oR
e}
o}
H3CNOH
OH
OH
Antigéne B
Schéma 59

La GTA catalyse le transfert d’une unité de N-acétyl-D-galactosamine (GalNAc) a partir de
I’UDP-N-acétyl-D-galactosamine (UDP-GalNAc) sur I’antigene H (O) pour fournir
I’antigéne A. La GTB utilise le méme accepteur mais catalyse le transfert d’une unité de D-
galactose (Gal) a partir de I’UDP-D-galactose (UDP-Gal) four former I’antigéne B.

La technique utilisée au laboratoire met en jeu la B-1,4 galactosyltransférase et I’UDP-D-
glucosamine (UDP-GIcNH). En effet la [-1,4-galactosyltransférase, qui n’est pas
spécifique d’un substrat, peut aussi bien transférer de I’UDP-D-glucose, de I’UDP-4-

107,114

désoxy-D-glucose, de I’UDP-L-arabinose que I’UDP-D-glucosamine™®®.

Dans le cadre du programme de collaboration franco-canadienne, les transferts
enzymatiques ont été réalisés au sein du laboratoire du Pr. Auzanneau. Dans un premier
temps, le transfert a été réalisé sur un thiodisaccharide. Il a été également envisagé de

I’appliquer a la préparation d’un thiotétrasaccharide.
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Synthese du thiotrisaccharide 138

Stratégie de synthése

La B-1,4 galactosyltransférase transfere une unité de D-glucosamine sur I’unité non
réductrice d’un sucre dérivé de la chitine. La synthése d’un thiotrisaccharide par transfert
enzymatique nécessite la préparation d’un thiodisaccharide totalement déprotégé, constitué
de deux unités de D-glucosamine. Nous avons envisagé d’introduire en position
anomérique du thiodisaccharide un groupement persistant sous forme d’un anomere unique
afin d’éviter les probléemes de purification et d’identification des produits obtenus apres le
transfert enzymatique. Nous avons donc choisi le groupement allyle qui possede plusieurs

avantages (Schéma 60).

OH
o
HNAc HO NH HNAc

HNAc HNAc

B-1,4 galactosyltransférase

HO 0 phosphatase
HO ubP > Uridine + 2Pi
NH,

Schéma 60

En effet, en plus de son rdle protecteur de la position anomérique, il permettrait, dans une
perspective de greffage sur support solide des analogues de facteurs Nod obtenus, d’étudier
la relation structure-activité entre les chitinases et leurs substrats, par I’étude de I’hydrolyse
de ces analogues. Cette immobilisation permettrait également de mieux comprendre le
mécanisme de reconnaissance des facteurs Nod par leurs récepteurs membranaires sur les
poils racinaires, en étudiant les interactions entre les analogues de facteurs Nod

immobilisés et ces récepteurs.
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Le thiodisaccharide 137 nécessaire au transfert enzymatique, sera préparé a partir du
thiodisaccharide 139 obtenu a partir du 1-thiol 91 et du triflate 118 par substitution
nucléophile (Schéma 61).

OH OH
0 O
OAIl
7

HNAC HNAc

137

AcO
Ac
HNAc

o)
OBn
OAc ~0
o}
o) S N
139

OAc (0]
ACO% oo
e ~\ SH + TfO o
91 118 M
Schéma 61

Synthése de I’accepteur 137

Synthése du thiodisaccharide 139
La réaction de substitution nucléophile entre le 1-thiol 91 disponible au laboratoire et le
triflate 118, dans les conditions précédemment décrites, conduit au thiodisaccharide 139

avec un rendement de 90% (Schéma 62).
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OAc
O
AcO SH
AcO [e)
HNACc
91 OBn
== OAc 0
a O
+ D —
AcO S
cACO N
(0] HNACc
OBN 139
TfO 0
N3
11

a : NaH, DMF, 90%

Schéma 62
La formation d’une liaison B est démontrée par I’apparition sur le spectre de RMN du
proton, & 4.93 ppm, d’un doublet correspondant a H-1A caractérisé par une constante de
couplage de 10.4 Hz. La configuration gluco, et par conséquent la substitution de type Sn2
est confirmée par la présence d’un singulet élargi a 3.82 ppm correspondant a H-4B
(Figure 25).

H-4B
H-1A
£ , H-6B
i
500 4, ISD 4.!50 4.-‘40 4.20 4 ‘UU 3 ‘80
Figure 25

Synthése du thiodisaccharide 137

Le Schéma 63 présente la stratégie utilisée pour accéder au thiodisaccharide 137, accepteur

de glycosyle.
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0
OBn
OAc e
o)
OAll
ACO S N, AcO /%
AcO AcO

HNAc HNAc

139

—_ ACO% AcO

HNAC HNAc HNAC HNAc

% %OAH

HNAC HNAC

Schéma 63

L’allyl-glycoside 140 a été préparé par glycosylation suivant le procédé décrit
précédemment (paragraphe 2.3.3.2, page 87). La réduction de I’azoture en présence de zinc
suivie de I’acétylation in situ fournit le composé 141. L’expérience du laboratoire montre
que la réaction de débenzylation par hydrogénolyse en présence de Pd/C est inefficace sur

des thiooligosaccharides. Nous avons alors opté pour la méthode utilisée par Padron et

a|.116 I 117

ou Rodebaugh et al.™*" consistant a réaliser des réactions de débenzylation au moyen
de chlorure de fer (FeCls) dans le CH,Cl,. Nous avons alors réalisé la débenzylation du
thiodisaccharide 141 en présence de FeCls. Cette débenzylation n’a pas formé le composé
142 escompté. En effet, nous avons isolé (rendement de 51%) un produit dont les spectres

de RMN du proton semblent étre en accord avec la structure proposée sur la Figure 26.

OAc OAc
o o
ACO%S OH
ACO HO HNA
HNAc C
143
Figure 26

Sur le spectre de RMN du proton du composé 143, on peut constater la disparition a la fois
des signaux correspondant aux protons aromatiques, mais également ceux relatifs aux

protons allyliques. On remarque également la présence du seul anomeére p.
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Le groupement allyle n’étant pas stable dans les conditions de la débenzylation en présence
de FeCls, nous avons décidé de réaliser la débenzylation avant I’introduction de ce

groupement.

Nouvelle stratégie de synthese

La débenzylation du groupe hydroxyle en position 3 est réalisée avant I’introduction du
groupement allyle en position anomérique. La réduction du groupement azido et la
désacétylation des groupements hydroxyle devraient fournir le thiodisaccharide 137
(Schéma 64).

o
OBn
OAc e
o
Ac S AcO
gco Ny AcO

HNAc HNAc

139

— > A %OA” — > AD %OA”
> Aco% AcO

HNAC HNACc

HNAC HNAC

Schéma 64

Synthése du thiodisaccharide 144

Le thiodisaccharide 147 est obtenu avec 96% de rendement par acetolyse du pont 1,6-
anhydro (Schéma 65).
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(0]
OBn
OAc ~o0 OAC OAc
o a o o) 0
AcO S — » Ac
“Ac N, ACO SBnO N OAc
HNAC HNAc 3
139 147
OAc OAc
o) (o]
AcO
147 — L2 - a0’ s onc
HNAcC Ny
144

a: Ac,OITFA (9/1), 96% (ai: 65:35) ; b : 1) FeCly, CH,Cl,, 2) Ac,0, pyridine, 62% (c:p 80:20)

Schéma 65

Le composé 147 est ensuite débenzylé selon les conditions précédemment évoquées
(FeCls, CH,CIy), puis acetylé in situ pour fournir le thiodisaccharide 144 avec 62% de
rendement. La modification du rapport o.: entre les composés 147 et 144, en faveur de
I’anomére o, proviendrait de I’hydrolyse préférentielle de I’acétate B lors de la

débenzylation.

En accord avec la structure du thiodisaccharide 144, le spectre de RMN du proton montre
I’absence de signaux correspondant aux protons aromatiques et I’apparition d’un signal

supplémentaire correspondant a I’acétate anomérique.

Syntheése du thiodisaccharide 145

Le thiodisaccharide 145 est obtenu en 3 étapes a partir du composé 144. La déprotection
sélective de ce dernier par I’acétate d’hydrazine fournit I’hémiacétal 148 avec 75% de
rendement. Le trichloroacétimidate 149 est ensuite obtenu par traitement avec le DBU et
CI3CCN dans le CH,ClI,, avec un rendement de 95% (rapport o.:p 85:15) (Schéma 66).
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144 — ACO% > AcO /%
AcO AcO
HNAc

HNAc ccl
149 A

NH

149 ———» Aco% %OAII
I AcO

HNAc

a : acétate d'hydrazine, DMF, 75% (a::p 70:30) ; b : CI,CCN, DBU, CH,Cl,, 95% (a:p 85:15) ; ¢ : AlIlOH, BF;.Et,0, CH,Cl,, 83% (o3 10:90)

Schéma 66

La glycosylation du donneur 149 avec I’alcool allylique dans les conditions précédemment
mises au point génére I’allyle 145 avec 83% de rendement et une bonne sélectivité (o.:
environ 10:90).

De nombreux essais de purification par chromatographie sur différentes phases
stationnaires et avec différents éluants ont été nécessaires pour isoler I’anomére B. Les
meilleures conditions se sont avérées étre I’utilisation d’un gel d’alumine comme phase
stationnaire ainsi qu’une phase mobile constituée d’un mélange acétate d’éthyle-

cyclohexane.

Synthése du thiodisaccharide 137

Aprés séparation des deux anomeres, I’allyl-glycoside 1458 est engagé dans la réduction
du groupement azido par le zinc en présence d’acide acétique™® pour conduire au dérivé
146 avec un rendement de 47% (Schéma 67).

OH

OH
o 0
145 ‘)f%% %OA" HO%SMO‘“‘
C HNAG HNAC HO HNAG HNAC

146 137
a: 1) Zn, AcOH, THF, 2) Ac,0, 45% ; b : MeONa, MeOH, 72%

Schéma 67

La désacétylation selon Zemplén fournit le polyol 137 avec 72% de rendement.
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Synthese du thiotrisaccharide 138 par transfert enzymatique

Pour réaliser ce transfert, nous nous sommes inspirés des travaux préliminaires du
laboratoire™® montrant la possibilité de former le thiotrisaccharide 152 & partir de

I’accepteur 151 en présence de 3-1,4 galactosyltransférase (Schéma 68).

HNAC HNAc
20uUDP

150

Schéma 68

Nous avons donc repris ces conditions pour la préparation du thiotrisaccharide 138 a partir
de I’accepteur 137 et de I'UDP-GIcNH, 150 (préparé et fourni par I’équipe du Pr.
O. Hindsgaul, Université d’Alberta) en utilisant la p-1,4 galactosyltransférase, extraite de
lait de vache (isolée dans le laboratoire du Pr. M. Palcic, Université d’Alberta) (Schéma
69).

OH
NH, NH2 HNAc

HNACc
150 ’0uDP

a : B-1,4 galactosyltransférase, MnCl, (1 M), a-lactalbumine, alkaline phosphatase, H,0, 41%

Schéma 69

Le thiodisaccharide 137 est incubé avec I’UDP-glucosamine et la p-1,4
galactosyltransférase dans un milieu tamponné (MnCl,, 1M) en présence d’a-lactaloumine
et de I’alkaline phosphatase pendant 14 jours. L’alkaline phosphatase sert a éliminer le

nucléotide diphosphate généré lors du transfert enzymatique (Schéma 70).

UDP Uridine + 2 P,

alkaline
phosphatase
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Schéma 70

Le mélange réactionnel est ensuite purifié par chromatographie de perméation de gel, type
Bio-Gel P2, puis sur résine échangeuse d’ions. Aprés plusieurs lyophilisations successives,
le thiotrisaccharide 138 est isolé avec un rendement satisfaisant de 41%. La structure est

confirmée par I’étude du spectre de RMN du proton (Figure 27).

H-1C

H-1B8

Figure 27
On observe notamment le doublet a 4.46 ppm, correspondant a H-1A, présentant une
constante de couplage de 7.9 Hz, caractéristique d’un couplage trans diaxial et donc d’une

liaison de type B.

Conclusion

Nous avons donc réalisé la synthese de maniére efficace du thiodisaccharide 137 a partir
des deux précurseurs 91 et 118 en huit étapes et avec un rendement global de 11%
(Schéma 71).
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AcO
AcO

HNAC

o HNAC HNAC HNAC
OBn
TfO ~0 — _
N3

Schéma 71

La synthése chimioenzymatique du thiotrisaccharide 138, catalysée par une
glycosyltransférase, constitue une voie intéressante dans la synthése de
thiooligosaccharides. Elle permet d’obtenir un thiotrisaccharide en neuf étapes a partir du
triflate 118 et avec un rendement global de 5%. Ce transfert devrait permettre également de
glycosyler des thiooligosaccharides fonctionnalisés, fournissant ainsi des analogues de

facteurs Nod pour tester leur efficacité a induire une nodulation.

Ce transfert sur le thiodisaccharide 137 ayant donné des résultats satisfaisants, nous
envisageons d’effectuer la méme réaction sur un thiotrisaccharide accepteur de glycosyle
pour obtenir un thiotétrasaccharide.

Synthese du thiotétrasaccharide 153

Stratégie de synthese
L’obtention d’un thiotétrasaccharide par transfert enzymatique nécessite la préparation de
I’accepteur 154 dont les fonctions amine sont protégées sous la forme d’acétamide et la

position anomérique « bloquée » (Schéma 72).
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H NAC HNAc HNACc

U
%%%

HNAC HNAc HNAc

U
\U/ OBn
A:So% % %i%

HNCbz

Schéma 72

Le thiotrisaccharide 154 serait préparé a partir du précurseur 155 possédant un groupement
propyle en position anomérique. Ce groupement a été choisi afin d’éviter les problémes
d’hydrolyse du groupement allyle rencontrés lors de la préparation du thiodisaccharide 137
(page 112). Le thiotrisaccharide 154 serait obtenu selon les procédés utilisés pour la

préparation du thiodisaccharide 137, a partir du précurseur 1158 dont la synthése a été

décrite précédemment (paragraphe 2.3.2, page 82).
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Synthese du thiotrisaccharide 160

Synthése du thiotrisaccharide 155

OBn

HNCbZ HNCbZ

158 r=oH
,: 159 r=ocnH)cal,

HNCbz

a: Ac,OITFA, 74% (a:p 75:25) ; b : acétate d'hydrazine, DMF, 76% (o:p 50:50) ; ¢ : CI,CCN, DBU, CH,Cl,, 92% (a:p 90:10) ; d

: PrOH, BF,.Et,0, CH,Cl,, 68%

Schéma 73

Le thiotrisaccharide 155 est préparé selon les syntheses précédemment décrites: le
thiotrisaccharide 1158 est traité en milieu acide (TFA) puis acétylé in situ pour fournir,
aprés désacétylation sélective de la position anomérique, I’hémiacétal 158 sous la forme
d’un mélange d’anomeéres (a.:3 environ 50:50) avec un rendement de 56% (Schéma 73). La
position anomérique est alors activée au moyen du groupement trichloroacétimidate selon

les procédures de Schmidt™ ™

, pour fournir le donneur 159 avec un rendement de 92% et
une diastéréosélectivité de 80%. Le rapport o:p a été estimé, sur le spectre de RMN du

proton, par I’évaluation des aires des signaux correspondant aux protons H-1Ba et H-1Bf.

L’introduction du groupement propyle est réalisée par glycosylation dans les conditions
utilisées précédemment. Le thiotrisaccharide 155 est ainsi obtenu avec un rendement de

68% et I’hémiacétal 158 formé est obtenu avec un rendement de 30%.

La présence sur le spectre de RMN du proton d’un seul doublet & 4.28 ppm, correspondant
a H-1C et possédant une constante de couplage J;, de 7.5 Hz, confirme la formation
unique de I’'anomeére et donc I’excellente stéréosélectivité de la glycosylation. On peut
également noter la présence d’un triplet a 0.98 ppm et d’un multiplet a 1.69 ppm
correspondant, respectivement, aux trois protons H-3’ et aux deux protons H-2’ du

groupement propyle, confirmant ainsi la structure du produit de glycosylation (Figure 28).
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H-3'
H-2 X

H-1C

Figure 28

Synthése du thiotrisaccharide 160

OAc

HNAc

a: 1) FeCl,, CH,CI,, 2) Ac,0, pyridine, 21% ; b : 1) Zn, AcOH, THF, 2) Ac,0, 9%

Schéma 74

Le traitement du thiotrisaccharide 155 en présence de FeCls, suivi d’une acétylation in situ,
fournit le thiotrisaccharide 156 pour lequel les groupements benzyle et carbamate de
benzyle ont été «clivés» (Schéma 74). En effet, la littérature'® rapporte que le
groupement carbamate de benzyle serait instable dans les conditions mettant en jeu des
acides de Lewis de type AICl;. Le composé 156 est ainsi obtenu avec un rendement de
21%. Le spectre de RMN du proton confirme I’absence totale de signaux correspondant

aux protons aromatiques.
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La réduction des groupements azoture réalisée, comme pour le thiodisaccharide 145, en
présence de zinc solide et d’acide acétique, a permis d’obtenir le composé 160 avec un
rendement de 9%.

Compte tenu des faibles rendements obtenus lors des étapes de debenzylation et de
réduction (respectivement de 21% et de 9%), une mise au point de ces étapes est en cours

avant de procéder a I’étape finale de désacétylation des groupements hydroxyle.

Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons réalisé une synthese efficace du thiodisaccharide 137,
accepteur de la glycosylation par transfert enzymatique. Pour cela, nous avons utilisé des
méthodes originales de débenzylation au moyen de FeCls et de réduction au moyen de zinc
solide, permettant, dans le cas de la débenzylation, de s’affranchir d’une hydrogénolyse

classique rendue inefficace par la présence de I’atome de soufre (Schéma 75).

OAc
(0]
AcO SH
AcO

HNAc

OH OH

o 0

S X
o Ho HNAC HNAc

TfO 0 -

N3

118

transfert OH OH OH
enzymatique fo) o e oAl
137 _— HO O, SHO
— HO HO HNAC
NHZ HNACc
138

138

Schéma 75
Nous avons également amélioré les conditions opératoires du transfert enzymatique réalisé
au moyen d’une B-1,4 galactosyltransférase, permettant d’obtenir le thiotrisaccharide 138

avec un rendement acceptable de 41%.

Cependant, des progrés pour la synthése de I’accepteur 154 nécessaire a la préparation du
thiotétrasaccharide 153 par transfert enzymatique, restent a accomplir. Actuellement, des
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syntheses sur des quantités relativement importantes sont en cours de réalisation au
laboratoire dans I’objectif d’optimiser les étapes et d’obtenir suffisamment d’accepteur
pour réaliser la synthése d’un thiotétrasaccharide par voie enzymatique.
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Ce travail de recherche consistait en la préparation d’analogues sulfurés de facteurs de
nodulation intervenant dans la symbiose entre certaines plantes légumineuses et des
bactéries de la famille Rhizobium, permettant a ces plantes de fixer I’azote atmosphérique.
L’intérét de ces analogues serait, dans un premier temps, de mieux comprendre les
differents mécanismes intervenant au cours de cette association symbiotique et, a plus long

terme, d’employer ces analogues comme une alternative a I’utilisation d’engrais azotés.

Au cours de ce travail, nous avons réalisé la synthese de deux thiooligosaccharides,
précurseurs d’analogues de facteurs Nod. Nous avons dans un premier temps prépare le
thiotrisaccharide 1158 & partir des deux monosaccharides 117 et 118 (Schéma 76).

HNCbz
OBn OBn
117 ~0
+ _— ACO% ACO% /% N,
o HNCbz AcO HNCbz
OBn 116
TfO =0
N
118

Bn
OPMB

ACO NPt HNCbz

-
W

HNAc

Schéma 76

Nous avons amelioré la formation de la liaison thioglycosidique du thiodisaccharide 116.
Nous avons également préparé de facon efficace le thiotrisaccharide 115 majoritairement
sous sa forme P. Enfin, nous avons appliqué ces conditions a la préparation du

thiotétrasaccharide 136, obtenu exclusivement sous la forme de I’anomeére .
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Le thiotrisaccharide 1158 a également servi de précurseur dans la synthése du
thiotrisaccharide 160 qui devrait générer un thiotrisaccharide accepteur de glycosyle pour

la glycosylation par voie enzymatique.

Nous avons également réalisé la synthese du thiotrisaccharide 138 par voie enzymatique, a
partir des deux monosaccharides 91 et 118, grace a I’emploi de la B-1,4

galactosyltransférase (Schéma 77).

% OH OH
HO HO
o HNAG HNAC
OBn 137
TfO 0
N3
118
transfert
137 enzymatique % /% OAll
— HNAC HNAC
Schéma 77

Cette voie enzymatique constitue une alternative intéressante a la préparation chimique de
thiooligosaccharides. Elle permet d’envisager de glycosyler des dérivés (sulfatés, par
exemple) du thiodisaccharide 137, ou de thiotrisaccharides, pour conduire a des analogues
de facteurs de nodulation (Schéma 78).

OSOH OSO,H

OH transfert OH
enzymauque 0
HO HO HNACc
HNAC NH

HNAc HNAc

Schéma 78
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La poursuite de ce travail consisterait a fonctionnaliser I’analogue chitinique 136. Nous
pourrions ainsi envisager la préparation de différents analogues de facteurs Nod possédant
une chaine grasse sur I’atome d’azote de I’unité non réductrice et, soit un hydroxyle libre
en position 6 de I’autre unité terminale, soit un groupement sulfate. Cet hydroxyle en
position 6 ne pouvant étre que difficilement différentiable, la sulfatation pourrait étre
réalisée par voie enzymatique*®. L’introduction de la chaine grasse sur I’atome d’azote de
I’unité non réductrice étant possible grace a la présence du groupement phtalimido, nous

pourrions obtenir un analogue de facteur Nod (Schéma 79).

OPMB OAc O
OAc
Q O 5
AcO 95 SBno Ne
AcO NPhth HNCbz N,
136
OH OH OSO,H
OH
% X X
S O OR
——_ HO Oho HO HO

— HNA

HO! NPhth HNAC HNACc C

OH OH OSO_H

OH o o o

Q
—=, HO %ho S'Ho “ho OR
—_—
HO ONRY HNAG HNAC HNAC
R': Chaine Grasse
Schéma 79

Ce compose serait le premier thiotétrasaccharide analogue potentiel de facteurs Nod.

Dans la méme perspective, la synthese du thiotrisaccharide 154 devra étre améliorée pour
permettre, par transfert enzymatique, la synthese du thiotétrasaccharide 153 qui, aprés
fonctionnalisation, devrait générer a son tour un analogue de facteur Nod (Schéma 80).
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transfert
enzymathue

HNAC HNAc HNAc

%%%

HNAG HNAC HNAC
153

R : Chaine Grasse

Schéma 80

Ces analogues de facteurs Nod devrait étre testés afin d’évaluer leur activité de nodulation
ainsi que leur résistance vis-a-vis des chitinases. S’il s’avere que ces thiooligosaccharides
présentent une activité de nodulation, ils pourraient a long terme, constituer une alternative
a I’utilisation massive d’engrais azotés. Ils pourraient ainsi étre considérés comme de

nouveaux « engrais verts ».
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PARTIE EXPERIMENTALE

Généralités

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton ont été enregistrés sur un
spectrométre Bruker AC 400 (400 MHz). Les déplacements chimiques (8) sont exprimés
en ppm par rapport au solvant, utilisé comme référence interne. Les constantes de couplage

(J) sont exprimées en hertz et les abréviations utilisées signifient respectivement :

- s :singulet - dd : doublet de doublet

- se : singulet élargi - ddd : doublet de doublet de doublet
- d : doublet - dt : doublet de triplet

-t triplet - dq : doublet de quadruplet

- g : quadruplet - td : triplet de doublet

- m : multiplet - qd : quadruplet de doublet

Les spectres de résonance magnétique du carbone ont été enregistrés sur un spectrometre
Bruker AC 400 (100 MHz). Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm, le

solvant étant pris comme référence interne.

Les attributions on été réalisées a partir des spectres de RMN de corrélation proton-proton
(COSY) et proton-carbone (HETCOR).

Les points de fusion (F) ont été mesurés sur un appareil Blichi Melting Point B-545.

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés sur un polarimetre Jasco DIP 370.

PAGE 132



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

Partie expérimentale

Les chromatographies sur couches minces (CCM) ont eté réalisées sur des plaques de silice
60 Fas4 (Merck) ou d’alumine 60 Fus4 (Merck). Le révélateur utilisé est une solution

éthanolique d’acide sulfurique (10%).

Les spectres de masse haute résolution (Electrospray) ont été effectués au Centre Régional

de Mesures Physiques de I’Ouest a Rennes.

Les analyses élémentaires ont été réalisées par le Service Central d’Analyses du CNRS a

Lyon.

Solvants et réactifs

Tous les solvants utilisés ont été préalablement distillés selon les procédures standard?.
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4-S-(2-Acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-glucopyranosyl)-6-O-acétyl-2-azido-3-
O-benzoyl-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranose

OAC OAc
AcO S
AcO BzO OH

HNAC N,

95

A une solution du composé 97 (489 mg, 0.661 mmol) dans le DMF (6 mL) est ajouté de
I’acétate d’hydrazine (74 mg, 0.803 mmol). Le milieu réactionnel est agité pendant 1 h a
température ambiante et dilué avec de I’AcOEt (25 mL). La phase organique est lavée
successivement avec une solution saturée de NaCl (2 x 15 mL) et de I’eau (2 x 15 mL). Les
phases aqueuses sont réextraites avec de I’AcOEt (2 x 15 mL) et les phases organiques
sont combinées, séchées et concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel
de silice (1:1, puis 3:2 et 7:3 AcOEt-toluene) pour donner I’hémiacétal 95 (377 mg, 82%).
Le spectre de RMN du proton dans CDCl3 montre un rapport o.:3 de 75:25.

RMN 'H (CDCls)

08.15 (m, 2 Ha, 2 HPB, H-aro), 7.65 (m, 1 Ha, 1 HPB, H-aro), 7.50 (m, 2 Ha., 2 HPB, H-aro),
5.82 (dd, 1 Hot, Jz3 + 34 21.2 Hz, H-3Bay), 5.68 (d, 1 Ha, Jnnz 9.8 Hz, NHa), 5.57 (d, 1
HB, Inn.2 9.8 Hz, NHB), 5.48 (d, 1 Ha,, J12 2.9 Hz, H-1Ba), 5.24 (dd, 1 HB, J25 9.8 Hz, J34
10.8 Hz, H-3BB), 5.14-4.99 (m, 2 Ha,, 2 HB, H-3Aa, H-3AB, H-4Aa et H-4AB), 4.96 (d, 1
Ha, Ji2 10.8 Hz, H-1A0), 4.89 (d, 1 HB, J1» 10.3 Hz, H-1AB), 4.78 (d, 1 HB, J1» 7.9 Hz,
H-1Bp), 4.65-4.47 (m, 3 Ha, 2 HB, H-5Ba, H-6Ba, H-6Bp, H-6'Ba et H-6'Bp), 4.25-4.15
(m, 2 Ha, 2 HB, H-2Aa, H-2AB, H-6'Aa et H-6'ApB), 4.05-3.98 (m, 1 Ha, 2 HpB, H-5Bp,
H-6Aa et H-6Ap), 3.80-3.71 (m, 1 Ha, 1 H B, H-5Aa et H-5A8), 3.68-3.60 (m, 1 Ha, 1
HB, H-2Ba. et H-2BB), 3.05 (t, 1 Ha, J 10.8 Hz, H-4Bay), 3.02 (t, 1 HB, J 10.8 Hz, H-4Bp),
2.11 (s, 3 Ha, CH3COa), 2.10 (s, 3 Ha, 3 HPB, CH3COa, CH3COB), 2.08 (s, 3 Hp,
CH3COB), 2.05, (m, 6 Ha, 6 HB, 2 x CH3COa et 2 x CH3COB) et 2.00 (2 s, 3 Ha, 3HB,
CH3COa et CH3COB).
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4-S-(2-Acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-glucopyranosyl)-6-O-acétyl-2-azido-3-
O-benzoyl-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranosyl trichloroacétimidate

OAC OAc
o) o
AcO
¢ 3O\n,ccl3
NH

96

A une solution de I’hémiacétal 95 (350 mg, 0.502 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (12 mL)
est ajouté du trichloroacétonitrile (1 mL, 10 mmol) et du DBU (20 uL, 0.134 mmol). Le
melange reactionnel est agité pendant 2 h sous Ar a température ambiante. Les solvants
sont éliminés et le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (silice
préalablement neutralisée par des lavages avec une solution de NEt; dans de I’ AcOEt, 5%)
(3:7 AcOEt-toluéne) pour donner I’'imidate 96 (360 mg, 85%) sous forme d’un solide
vitreux. Le spectre de RMN du proton dans CDCI; montre que I’anomeére o est majoritaire
(90%).

RMN *H (CDCIs) pour I’anomére o

08.84 (s, 1 H, NH-B), 8.07 (m, 2 H, H-aro), 7.65 (m, 1 H, H-aro), 7.50 (m, 2 H, H-aro),
6.59 (d, 1 H, J1» 3.5 Hz, H-1B), 5.81 (dd, 1 H, J23 10.3 Hz, J34 10.8 Hz, H-3B), 5.67 (d, 1
H, Jnhz2 9.8 Hz, NH-A), 5.12-5.02 (m, 2 H, H-3A et H-4A), 4.89 (d, 1 H, J;, 10.7 Hz, H-
1A), 4.65 (dd, 1 H, Js6 2.9 Hz, Js¢ 11.8 Hz, H-6B), 4.55-4.45 (m, 2 H, H-5B et H-6'B),
4.25-4.19 (m, 1 H, H-2A), 4.13-3.95 (m, 3 H, H-2B, H-6A et H-6'A), 3.65-3.57 (m, 1 H,
H-5A), 3.19 (t, 1 H, J 10.8 Hz, H-4B), 2.08, 2.05, 2.04 et 2.00 (4 s, 15 H, 5 x CH3CO).
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4-S-(2-Acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-glucopyranosyl)-1,6-di-O-acétyl-2-
azido-3-O-benzoyl-2-désoxy-4-thio- o, f-D-glucopyranose

OAC OAc
(6] %
AcO
o S5,0 OAc
Ny

HNAc

97

Le dérivé anhydro® 93 (250 mg, 0.636 mmol) est dissous dans un mélange 9:1 Ac,O-TFA
(30 mL). La solution est agitée pendant 14 h a température ambiante et 6 h a 65 °C. Les
solvants sont évaporés et les traces résiduelles d’acide sont coévaporées avec du toluene.
Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (de 2:1 a 6:1 AcOEt-CH) pour
fournir le composé 97 sous forme d’un mélange d’anomeres (200 mg, 79%). Le spectre de
RMN du proton dans CDCl3; montre un rapport ou:3 de 55:45.

RMN 'H (CDCls)

08.09 (m, 2 Ha, 2 HPB, H-aro), 7.55 (m, 1 Ha, 1 HPB, H-aro), 7.50 (m, 2 Ha., 2 HPB, H-aro),
6.40 (d, 1 Ha, J12 3.5 Hz, H-1Ba), 5.71 (t, 1 Hat, J23 + 3.4 20.6 Hz, H-3Ba), 5.65 (d, 1 Ha,
Inn2 9.8 Hz, NHo), 5.58 (d, 1 HB, J1» 8.8 Hz, H-1BB), 5.53 (d, 1 HB, Jnm2 9.8 Hz, NHB),
5.32 (t, 1 HB, J23 + 34 20.6 Hz, H-3BP), 5.16 (t, 1 Hat, o3+ 34 19.2 Hz, H-3Aw), 5.09 (t, 1
HB, J23+34 19.7 Hz, H-3AB), 5.01-4.94 (M, 1 Ha, 1 HB, H-4Aa et H-4AB), 4.91 (d, 1 Ha,
J12 10.3 Hz, H-1Aq), 4.87 (d, 1 HB, J1, 10.8 Hz, H-1AB), 4.64-4.55 (m, 1 Ha,, 1 HP, H-
6'Ba et H-6'Bp), 4.50 (m, 1 HPB, H-6Bp), 4.46-4.38 (m, 2 Ha, H-5Ba et H-6Ba), 4.29-4.13
(M, 2 Ha, 3 HB, H-6Aa, H-6AB, H-2Aa, H-2AB et H-5BP), 4.04 (dd, 1 Ha, Js¢ 7.4 Hz,
Jo 12.3 Hz, H-6'Aat), 3.96 (dd, 1 HB, Jse 7.4 Hz, Js g 12.3 Hz, H-6'AB), 3.90-3.70 (m, 2
Ha, 2 HB, H-2Ba, H-2BB, H-5Aa et H-5AB), 3.13 (t, 1 Ha, Js4 + 45 21.2 Hz, H-4Ba),
3.05 (1 HB, J34 + 45 21.6 Hz, H-4BB) 2.25 (s, 3 Ha, CH3COw), 2.20 (s, 3 HB, CH3COB),
2.25 (s, 3 HpB, CH3COB), 2.09 (s, 3 Ha, CH3COw), 2.08 (s, 3 HB, CH3COpB), 2.07-2.03 (m,
9 Ha, 6 HB, 3 x CH3COa, 2 x CH3COB), 2.01 (s, 3 Ha, CH3COw) et 2.00 (s, 3 HB,
CH5COB).
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6-O-Acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranosyl trichloracétimidate

OAc

105

A une solution de I’hémiacétal 111 (520 mg, 1.14 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (15 mL)
est ajouté du trichloroacétonitrile (2.29 mL, 22.85 mmol) et une solution de DBU dans
CH,CI; (0.67 M, 494 uL, 0.296 mmol). Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h sous
Ar a température ambiante. Les solvants sont éliminés et le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (silice préalablement neutralisée par des lavages avec une
solution de NEt; dans de I’AcOEt, 5%) (1:7, 1.5 puis 1:3 AcOEt-CH) pour donner
I’imidate 105 (213 mg, 31%) sous forme d’un solide vitreux. Le spectre de RMN du proton

dans CDClI3; montre que I’anomeére a est majoritaire (90%).
Rf = 0.46 (CH-ACOEt 2:1)

RMN *H (CDCls) pour I’anomére o

58.90 (s, 1 H, NHCCls) 8.00-7.40 (m, 10 H, H-aro), 6.64 (d, 1 H, J;, 3.9 Hz, H-1), 6.01 (t,
1H, Ja3+340UJ34+4519.7 Hz, H-3 ou H-4), 5.62 (t, 1 H, Jo3+34 0U J34 4+ 45 19.8 Hz, H-3
ou H-4), 4.44 (m, 1 H, H-5), 4.25 (m, 2 H, H-6 et H-6"), 3.95 (dd, 1 H, J,5 10.8 Hz, H-2) et
2.02 (s, 3 H, CHsCO).
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6-O-Acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzyl-2-désoxy- o, f-D-glucopyranosyl trichloracétimidate

106

A une solution de I’hémiacétal 112 (545 mg, 1.28 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (15 mL)
sont ajoutés du trichloroacétonitrile (2.56 mL, 25.5 mmol) et une solution de DBU dans
CH,CI; (0.67 M, 442 uL, 0.333 mmol). Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h sous
Ar a température ambiante. Les solvants sont concentrés et le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (silice préalablement neutralisée par des lavages avec une
solution de NEt; dans de I’AcOEt, 5%) (1:7, 1.5 puis 1:3 AcOEt-CH) pour donner
I’imidate 106 (670 mg, 83%) sous forme de solide vitreux. Le spectre de RMN du proton

dans CDCl3; montre que I’anomeére o est majoritaire (>95%).
Rf =0.56 (CH-ACOEt 2:1)

RMN *H (CDCls) pour I’anomére o

58.76 (s, 1 H, NHCCls), 7.44-7.28 (m, 10 H, H-aro), 6.42 (d, 1 H, J1, 3.8 Hz, H-1), 4.96
(s, 2 H, CH,Ph), 4.89 (m, 1 H, CHPh), 4.61 (m, 1 H, CHPh), 4.33-4.24 (m, 2 H, H-6 et H-
6'), 4.05 (M, 2 H, H-3 ou H-4 et H-5), 3.70 (M, 2 H, H-2 et H-3 ou H-4) et 2.05 (s, 3 H,
CH3CO).
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1,6-Anhydro-2-azido-3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy--D-glucopyranose

(6]
OBz
0

BzO N

107

A une solution du dérivé anhydro 98 (400 mg, 2.14 mmol) dans de la pyridine anhydre (7
mL) est ajouté du chlorure de benzoyle (845 uL, 7.28 mmol). Le mélange reactionnel est
agité pendant 2 h a température ambiante puis traité par du méthanol (10 mL). Les solvants
sont concentrés, le résidu est dissous dans du CH,Cl, (20 mL) et lavé successivement avec
une solution d’HCI 1M (2 x 15 mL), une solution saturée de NaHCO3 (2 x 15 mL) et de
I’eau (2 x 15 mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec du CH,Cl, (2 x 15 mL) et les
phases organiques combinées sont séchées et concentrées. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (1:7 puis 1:4 AcOEt-CH) pour donner le dérivé anhydro

dibenzoylé 107 (738 mg, 87%) sous forme de cristaux blancs.
Rf = 0.46 (CH-AcOEt 4:1)
F 109°C, lit.>* 108-109°C

RMN *H (CDCls)

0 7.45-7.30 (m, 10 H, H-aro), 5.66 (se, 1 H, H-3), 5.37 (m, 1 H, H-4), 5.11 (se, 1 H, H-1),
4.87 (se, 1 H, H-5), 4.36 (d, 1 H, Js 8 Hz, H-6), 3.98 (dd, 1 H, J5¢ 5.8 Hz, H-6) et 3.48
(se, 1 H, H-2).
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1,6-Di-O-acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranose

OAc

(e}
BzO
520 OAc

Ny

109

Le composé 107 (700 mg, 1.77 mmol) est dissous dans un mélange 4.6:1 Ac,O-TFA (49.2
mL). La solution obtenue est agitée pendant 6 h a température ambiante. Les solvants sont
évaporés et les traces résiduelles d’acide sont coévaporées avec du toluéne. Le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (1:7, 1:5, 1:3 et 1:1 AcOEt-CH) pour fournir
le composé 109 sous forme d’un mélange d’anomeéres (790 mg, 90%). Le spectre de RMN

du proton dans CDCl3 montre un rapport o.:3 de 80:20.
Rf = 0.20 (CH-AcOEt 4:1)

RMN 'H (CDCls)

58.00-7.85 (M, 4 Ho,, 4 HB, H-aro), 7.50 (m, 2 Ho., 2 HB, H-aro), 7.35-7.35 (m, 4 Ha, 4
Hp, H-aro), 6.45 (d, 1 Ha, J1» 3.6 Hz H-1a), 5.94 (dd, 1 Hot, J23+ 34 0U Ja4 + 45 20.1 Hz,
H-3a. ou H-4a), 5.75 (d, 1 HB, J1» 8.4 Hz, H-1pB), 5.61-5.48 (m, 1 Hat, 2 HB, H-30 ou H-
4o, H-3p et H-4B), 4.32-4.14 (m, 3 Ha, 2 HP, H-5a, H-6a,, H-6'a,, H-6f et H-6'B), 4.04
(m, 1 HB, H-5B), 3.90 (dd, 1 HB, Jo3 9.7 Hz, H-2p), 3.83 (dd, 1 Ha., J23 10.5 Hz, H-201),
2.30 (s, 3 Ha, CH3COa), 2.25 (s, 3 HB, CH3COB) et 2.10 (s, 3 Ho, 3 HB, CH3COa. et
CH3COp).
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1,6-Di-O-acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzyl-2-désoxy- o, f-D-glucopyranose

OAc

(@]
BnO
BnO OAc

N,

110

Le dérivé anhydro® 108 (670 mg, 1.82 mmol) est dissous dans un mélange 4.6:1 Ac,O-
TFA (37.4 mL) et la solution est agitée pendant 1.5 h a température ambiante. Les solvants
sont évaporés et les traces résiduelles d’acide sont coévaporées avec du toluéne. Le résidu
est purifié par chromatographie sur gel de silice (1:4 AcOEt-CH) pour donner le mélange
d’anomeres du diacétate 110 (770 mg, 90%) ; le spectre de RMN du proton dans CDCl;
montre un rapport a.:3 de 80:20.

Rf = 0.30 (CH-ACOEt 4:1)

RMN *H (CDCls) pour I’anomére o

57.43-7.25 (m, 10 H, H-aro), 6.24 (d, 1 H, J;, 3.8 Hz, H-1), 3.98-3.83 (m, 3 H, CHPh et
CHPh), 4.60 (d, 1 H, J10.7 Hz, CHPh), 4.27 (m, 2 H, H-6 et H-6), 3.98 (dd, 1 H, J,3 10
Hz, J34 9.2 Hz, H-3), 3.94 (m, 1 H, H-5), 3.65 (dd, 1 H, Js4 10.3 Hz, H-4), 3.73 (dd, 1 H,
J,310.3 Hz, H-2), 2.18 et 2.04 (2 s, 6 H, 2 x CH3CO).
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6-O-Acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranose

111

A une solution du diacétate 109 (740 mg, 1.49 mmol) dans le DMF (10 mL) est ajouté de
I’acétate d’hydrazine (164 mg, 1.79 mmol). Le milieu réactionnel est agité pendant 2 h a
température ambiante et de I’acétate d’hydrazine supplémentaire est ajouté (42 mg, 0.456
mmol). Le mélange est agité a température ambiante pendant 1 h et dilué avec de I’AcOEt
(40 mL). La phase organique est lavée successivement avec une solution saturée de NaCl
(2 x 20 mL) et de I’eau (2 x 20 mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec de I’AcOEt
(2 x 20 mL) et les phases organiques sont combinées, sechées et concentrées. Le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (1:1, puis 3:2 et 7:3 AcOEt-toluéne) pour
donner I’hémiacétal 111 (560 mg, 83%). Le spectre de RMN du proton dans CDCl; montre
un rapport o de 70:30.

Rf = 0.30 (CH-ACOEt 2:1)

RMN *H (CDCls)

08.00-7.85 (m, 4 Ha, 4 HP, H-aro), 7.55 (m, 2 Ha, 2 HPB, H-aro), 7.38 (m, 4 Ha,, 4 HB, H-
aro), 6.02 (dd, 1 Ho., Js34 10.1 Hz, J45 9.5 Hz, H-401), 5.55-5.48 (m, 2 Ha,, 2 HP, H-1a, H-
3a, H-3B et H-4B), 4.95 (d, 1 HB, J12 7.7 Hz, H-1pB), 4.52 (m, 1 Ha., H-5¢1), 4.30-4.20 (m,
2 Ho, 2 HB, H-6a, H-6'0,, H-6p et H-6'B), 3.95 (m, 1 HB, H-5p), 3.72 (dd, 1 HP, Jo5 10.2
Hz, H-2B), 3.58 (dd, 1 Ha., J12 3.2 Hz, J,5 10.5 Hz, H-2a), 2.09 et 2.05 (2 s, 3 Ha, 3 HP,
CH3COo. et CH3COB).
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6-O-Acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzyl-2-désoxy- o, f-D-glucopyranose

112

A une solution du diacetate 110 (720 mg, 1.53 mmol) dans du DMF (10 mL) est ajouté de
I’acétate d’hydrazine (169 mg, 1.84 mmol). Le mélange réactionnel est agité 2 h a
température ambiante puis de I’acétate d’hydrazine supplémentaire (42 mg, 0.456 mmol)
est ajouté. Le mélange est agité pendant 1 h a température ambiante et dilué avec de
I’AcOEt (40 mL). La phase organique est lavée successivement avec une solution saturée
de NaCl (2 x 20 mL) et de I’eau (2 x 20 mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec de
I’AcOEt (2 x 20 mL) et les phases organiques sont réunies, séchées et concentrées. Le
résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (1:6, 1:4, 1:3, 1:2 et 1:1 AcOEt-CH)
pour donner le mélange d’anomeres de I’hémiacétal 112 (585 mg, 89%). Le spectre de
RMN du proton dans CDCl; montre un rapport o.:3 de 70:30.

Rf = 0.40 (CH-ACOEt 2:1)

RMN *H (CDCls)

57.43-7.38 (m, 10 Ho,, 10 HB, H-aro), 5.32 (m, 1 Ho,, H-1at), 4.95-4.82 (m, 3 Ha et 3 HB,
3 x CHPha et 3 x CHPhp), 4.64-4.56 (m 1 Ha., 2 HB, CHPha, CHPhp et H-1B), 4.39-4.31
(m, 1 Ho, 1 HB, H-60. et H-6pB) 4.23 (dd, 1 Ha,, Js¢ 4.3 Hz, Js5 11.9 Hz, H-6'ct), 4.21-4.10
(m, 1 Ho, 1 HB, H-6'B et H-5a), 4.06 (dd, 1 Ha, J23 9 Hz, J3410.1 Hz, H-3a), 3.61-3.48
(m, 1 Ha, 3 HP, H-40, H-4B, H-3p et H-5B), 3.46 (dd, 1 Ha, J1, 3.6 Hz, H-2a), 3.39 (dd,
1 HB, J12 8.0 Hz, J,39.1 Hz, H-2p) et 2.04 (s, 3 Ha, 3 HB, CH3COa et CH3COP).
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4-0O-(6-O-Acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranosyl)-1,6-anhydro-
2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranose

113

Une suspension de I’alcool 100 (120 mg, 0.434 mmol) et de I’imidate 105 (186 mg, 0.310
mmol) dans du toluéne anhydre (10 mL), contenant du tamis moléculaire 4 A activé (450
mg), est agitée a température ambiante pendant 30 minutes. Le mélange réactionnel est
ensuite refroidi & — 50°C et une solution de BF3.Et,0 dans CH,Cl, (0.16 M, 196 uL, 0.031
mmol) est ajoutée. La réaction est suivie par CCM (1:2 AcOEt-CH) et une solution de
BF;.Et,O dans du CH,Cl, (0.16 M, 300 pL et 196 uL, 0.077 mmol) est ajoutée en deux
fois pendant 6 h. De la triéthylamine (100 pL) est ajoutée et le mélange réactionnel est
agité pendant 14 h a température ambiante. Le tamis moléculaire est filtré et lavé avec du
CHCly, le filtrat est dilué avec du CH,Cl, (40 mL) et lavé avec de I’eau (2 x 30 mL). La
phase organique est séchée, concentrée et le résidu est purifié par chromatographie sur gel
de silice (1:7, 1:5 puis 1:4 AcOEt-toluéne) pour donner le mélange d’anomeres du
disaccharide 113 (60 mg, 27%) sous forme de solide vitreux. Le spectre de RMN du proton

dans CDCl3; montre un rapport o.:3 de 40:60.
Rf = 0.34 (CH-ACOEt 2:1)

RMN 'H (CDCls)

0 7.99-7.87 (m, 4 Ha, 4 HPB, H-aro), 7.56-7.48 (m, 2 Ha,, 2 HB, H-aro), 7.44-7.32 (m, 9
Ho, 9 HB, H-aro), 6.09 (dd, 1 Ha., Jo3 10.8 Hz, Js4 9.2 Hz, H-3Aw), 5.65 (se, 1 Ha, H-
1Ba), 5.55 (se, 1 HB, H-1Bp), 5.53-5.42 (m, 1 Ha,, 2 HP, H-3AB, H-4Aa et H-4AB), 5.14
(d, 1 Ha, J12 3.7 Hz, H-1Aa), 4.99 (m, 1 Ha,, H-5Ba), 4.80-4.72 (m, 1 Ha,, 2 HB, CHPha,
CHPhpB et H-5Bp), 4.70-4.58 (m, 2 Ha, 2 HB, CHPha, CHPhp, H-1ApB et H-5Aa), 4.30
(dd, 1 Ha,, Js6 2.6 Hz, Jg 6 12.3 Hz, H-6A), 4.25-4.12 (m, 2 Ha,, 3 HB, H-6ApB, H-6'Aa,
H-6'Ap, H-6Ba et H-6Bp), 4.03 (se, 1 HPB, H-4Bp), 3.93 (se, 1 Ha, H-4Ba), 3.88-3.73 (m,
1 Ha, 4 HB, H-3BB, H-2AB, H-5APB, H-6'Ba. et H-6'BB), 3.68 (se, 1 Ho, H-3Bay), 3.44
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(dd, 1 Ho, H-2A0), 3.28 (se, 1 HPB, H-2Bp), 3.18 (se, 1 Ha, H-2Bw), 2.07 (s, 3 Ha,
CH3COu) et 1.97 (s, 3 HB, CH3COB).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C3sH34NeO11 [M + Na]* : 737.2183
- Trouvée: 737.2186

4-0O-(6-O-Acétyl-2-azido-3,4-di-O-benzyl-2-désoxy- o, f-D-glucopyranosyl)-1,6-anhydro-
2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranose

114

Une suspension de I’alcool 100 (240 mg, 0.864 mmol) et de I’imidate 106 (380 mg, 0.665
mmol) dans du toluéne anhydre (15 mL) contenant du tamis moléculaire 4 A activé (650
mg) est traitée comme décrit pour la synthese du composé 113, avec une solution de
BF;.Et,O (solution dans CH,Cl,, 0.16M, 421 pul). Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (1:7, 1:5 puis 1:4 AcOEt-toluene) pour donner le
disaccharide 114 (350 mg, 77%) sous forme de solide vitreux. Le spectre de RMN du
proton dans CDCl3; montre un rapport o.:3 de 30:70.

Rf = 0.57 (CH-ACOEt 2:1)

RMN 'H (CDCls)

57.40-7.25 (m, 15 Ha, 15 HP, H-aro), 5.56 (se, 1 Ha, H-1Bay), 5.50 (se, 1 HPB, H-1Bp),
4.93 (d, 1 Ha, 1 HP, J 10.7 Hz, CHPho et CHPhp), 4.89-4.84 (m, 3 Ha., 1 HP, 2 x CHPha,
CHPhB et H-1An), 4.82 (d, 1 HP, J 10.7 Hz, CHPhp), 4.77 (m, 1 Ha, H-5Ba), 4.74-4.69
(m, 1 Ho, 2 HB, CHPha, CHPhp et H-5Bp), 4.62 (d, 1 Ha, 1 HP, J 10.7 Hz, CHPha,
CHPhP), 4.59 (d, 1Ha., 1 HB, J 10.7 Hz, CHPha et CHPh), 4.36 (d, 1 H, J1» 8 Hz, H-
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1AP), 4.35-4.28 (m, 1 Ha, 1 HB, H-6Aa et H-6AB), 4.21-4.06 (M, 4 Hoy, 2 HP, H-3Aa, H-
5A0, H-6'Ac, H-6'AB, H-6Ba. et H-6Bp), 3.97 (se, 1 HP, H-4Bp), 3.83-3.77 (M, 2 Ha, 1
HB, H-6'Ba,, H-6'BP et H-3Bay), 3.75 (se, 1 HP, H-3Bp), 3.58-3.49 (m, 2 Ha, 2 HB, H-
2AB, H-4Aq, H-4AB et H-4Bay), 3.41 (t, 1 HP, J 9.1 Hz, H-3AB), 3.38-3.31 (M, 1 Ha, 1
HB, H-2Aa, H-5AB), 3.25 (se, 1 HP, H-2BB), 3.18 (se, 1 Ha, H-2Bay), 2.02 (s, 3 Ha,
CH3COa) et 1.97 (s, 3 HB, CHsCOp).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CzsH3sNgOg [M + NB.]Jr : 709.2598
- Trouvée : 709.2599

4-0O-[6-O-Acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--p-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio--D-
glucopyranosyl]-1,6-anhydro-2-azido-3-O-
benzyl-2-désoxy-[-D-glucopyranose 1150 et

4-0O-[6-O-Acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2- benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--D-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-a-D-
glucopyranosyl]-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy--D-glucopyranose 11508

(0]
OBn
OAc OAc 0
ACO% %(@
AcO $Bno Ny

HNCbz N,

115

Une suspension de I’alcool 100 (1.50 g, 5.41 mmol) et de I’imidate 126 (2.48 g, 2.70
mmol) dans du CH,Cl, anhydre (100 mL) contenant du tamis moléculaire 3 A (800 mg) est
agité sous Ar a température ambiante pendant 1 h. Le mélange réactionnel est ensuite
refroidi & — 78°C et une solution de BF3.Et,O (68 uL, 0.540 mmol) est ajoutée. La
température de la solution est ramenée, pendant 1 h, a — 20°C et la solution est agitée

pendant 2.5 h a — 20°C. La triéthylamine (100uL) est ajoutée au mélange puis le tamis
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moléculaire est filtre. Le filtrat est dilué avec du CH,CI, (75 mL) et lavé avec de I’eau (2 x
100 mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec du CH,Cl, (2 x 75 mL) et les phases
organiques réunies sont séchées et concentrees. Le résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (5:1, 4:1, 3:1 puis 2:1, cyclohexane-AcOEt) pour donner le trisaccharide
115 (1.59 g, 57%) sous forme d’un mélange d’anomeres. Les anomeres ont été sépares par
HPLC (Waters PrepNova Pack® silica 125 A, 40 x 100 mm, concentration de I’échantillon
40 mg/mL, volume injecté 8 mL, débit 15 mL/min de 65:35 hexane-AcOEt) pour donner
les trisaccharides 115a. (276 mg, 10%) et 1158 (1.30 g, 47%).

Données analytiques pour 1158

[@]5 —12° (¢ 1.0, CHCIy)
Rf = 0.49 (CH-ACOEt 1:1)

RMN *H (CDCls)

57.48-7.24 (m, 15 H, H-aro), 5.52 (s, 1 H, H-1C), 5.32 (m, 1 H, H-3A), 5.06-4.82 (m, 6 H,
2 x CH,Ph, H-1A et H-4A), 4.77 (d, 1 H, Jun2 8 Hz, NH-A), 4.75-4.59 (m, 4 H, CH,Ph, H-
5C et H-6B), 4.41 (d, 1 H, J1» 8 Hz, H-1B), 4.27 (dd, 1 H, Js¢ 5 Hz, Js¢ 12 Hz, H-6'B),
4.20-4.12 (m, 2 H, H-6C et H-6'A), 4.07 (d, Js¢ 12 Hz, H-6A), 3.96 (s, 1 H, H-4C), 3.81 (t,
1 H,J6.7 Hz, H-6'C), 3.76 (s, 1 H, H-3C), 3.63 (m, 1 H, H-5A), 3.57 (t, 1 H, J 8.7 Hz, H-
2B), 3.54-3.41 (m, 2 H, H-2A et H-5B), 3.27-3.20 (m, 2 H, H-2C et H-3B), 2.90 (t, 1 H, J
10.9 Hz, H-4B), 2.04, 2.02, 2.01 et 1.91 (4 s, 12 H, 4 x CH5CO).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)

5 170.44, 170.39, 170.23, 169.40 (COCHs; et NCOCH,Ph), 137.61 (C-ipso), 101.68 (C-
1B), 100.68 (C-1C), 82.23 (C-1A), 79.37 (C-3B), 77.22 (C-3C, C-4C), 75.84 (C-5A),
75.11 (2 x CH,Ph), 74.71 (C-5B), 74.53 (C-5C), 72.51 (CH,Ph et C-3A), 68.48 (C-4A),
67.00 (C-2B), 65.00 (C-6C), 64.12 (C-6B), 62.12 (C-6A), 59.23 (C-2C), 55.99 (C-2A),
45.76 (C-4B).

Analyse élémentaire :
- Calculée pour CugHs5N7047S : C, 55.75; H, 5.36; N, 9.48
- Trouvée : C,55.93; H,5.41; N, 9.19
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Données analytiques pour 115a

[a]5 +14° (c 1.0, CHCI3)
Rf = 0.49 (CH-ACcOEt 1:1)

RMN 'H (CDCls)

57.42-7.25 (m, 15 H, H-aro), 5.56 (s, 1 H, H-1C), 5.20 (m, 1 H, H-3A), 5.07 (t, 1 H, J 9.6
Hz, H-4A), 5.02-4.92 (m, 3 H, 2 x CHPh et H-1A), 4.90 (d, 1 H, J;, 3.4 Hz, H-1B), 4.85-
4.74 (m, 3 H, CHPh, H-5C et NH-A), 4.72 (d, 1 H, J 11.9 Hz, CHPh), 4.63 (m, 2 H, H-6'B,
CHPh), 4.57 (d, 1 H, J 10.4 Hz, CHPh), 4.43-4.33 (m, 2 H, H-5B et H-6B), 4.22-4.14 (m, 2
H, H-6A et H-6'C), 4.11 (m, 1 H, H-6C), 4.01 (t, 1 H, J 10 Hz, H-3B), 3.87 (s, 1 H, H-4C),
3.83-3.64 (m, 3 H, H-5A, H-2A et H-6'A), 3.53 (s, 1 H, H-3C), 3. 31 (dd, 1 H, J;, 3.2 Hz,
Jo3 9.7 Hz, H-2B), 3.14 (s, 1 H, H-2C), 2.88 (t, 1 H, J 10.9 Hz, H-4B), 2.06, 2.04, 2.02 et
1.87 (4's, 12 H, 4 x CH3CO).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)

5 170.65, 170.42, 169.39 (COCH; et NCOCH.Ph), 137.50, 136.80, 135.96 (C-ipso),
101.04 (C-1B), 100.75 (C-1C), 81.92 (C-1A), 78.69 (C-3C), 77.45 (C-4C), 75.92 (C-3B),
75.63 (CH,Ph), 74.86 (C-5A et C-5C) 73.19 (C-3A), 72.93 (CH.Ph), 70.30 (C-5B), 68.18
(C-4A), 67.00 (CH2Ph), 64.82 (C-2B), 64.73 (C-6A), 63.89 (C-6B), 61.84 (C-6C), 58.37
(C-2C), 55.43 (C-2A), 47.26 (C-4B).

Analyse élémentaire :
- Calculée pour C4gHssN70417S : C, 55.75; H, 5.36; N, 9.48
- Trouvée: C, 55.86; H, 5.56; N, 9.18
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4-S-(3,4,6-Tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--p-
glucopyranosyl)-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio--D-glucopyranose

116

A une suspension de NaH (55% dans I’huile, 459 mg, 10.5 mmol) dans du DMF (10 mL),
est ajouté une solution du thiol 117 (4.6 g, 10.1 mmol) dans du DMF (90 mL) a 0°C. Le
mélange réactionnel est agité pendant 10 min a 0°C puis pendant 10 min a 20°C. Cette
solution est ajoutée au triflate 118 (3.45 g, 8.42 mmol) et agitée pendant 1 h a 20°C. Le
milieu est neutralisé par addition d’acide acétique (8 mL) et agité pendant encore 30 min.
Les solvants sont éliminés sous pression réduite et le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (7:1 a 1:1 toluene-AcOEt) pour fournir le

thiodisaccharide 116 (5.32 g, 88%) sous forme de solide vitreux.

Rf = 0.40 (PhCH;-AcOEt 3:1)
[@]? —13° (¢ 1.0, CHCly)

RMN *H (CDCls)

57.40-7.29 (m, 10 H, H-aro), 5.44 (s, 1 H, H-1B), 5.27 (t, 1 H, J 9.7 Hz, H-3A), 5.13 (d, 1
H, J 12.2 Hz, CHPh), 5.18-4.96 (m, 3 H, CHPh, NH et H-4A), 4.89 (d, 1 H, J1» 11.1 Hz,
H-1A), 4.74-4.58 (m, 3 H, CHzPh et H-5B), 4.22 (d, 1 H, Js¢ 7.3 Hz, H-6B), 4.18 (dd, 1 H,
Joe 12.3 Hz, Jsg 4.5 Hz, H-6'A), 4.11 (dd, 1 H, Js6 2.1 Hz, H-6A), 3.84 (s, 1 H, H-3B),
3.76 (dd, 1 H, Js¢ 5.5 Hz, H-6'B), 3.74-3.60 (m, 2 H, H-2A et H-5A), 3.52 (s, 1 H, H-2B),
3.19 (s, 1 H, H-4B), 2.01, 2.02 et 1.95 (3 5, 9 H, 3 x CH3CO).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)

5170.68, 170.58, 169.48 (C=0), 128.67, 128.58, 128.25, 128.12, 128.03, 127.74 (C-aro),
100.20 (C-1B), 84.07 (C-1A), 78.88, 76.30, 76.12, 73.17, 72.50, 68.43, 67.85, 67.13,
62.11, 60.42, 55.33, 44.77, 32.35, 20.73, 20.67 et 20.60 (CHsCO)
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Analyse élémentaire :
- Calculée pour C33H3sN4012S : C, 55.46; H, 5.36; N, 7.84
- Trouvée: C,55.70; H,5.34; N, 7.45

3,4,6-Tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-1-thio-f-D-glucopyranose

117

A une solution de chlorhydrate de pseudothiourée 121 (8.25 g, 15.8 mmol) dans un
mélange acétone/eau (35 mL/ 210 mL) est ajouté du sulfite de sodium (3.98 g, 31.6 mmol).
Le mélange réactionnel est agité pendant 22 h a 20°C. Le pH est ajusté a 5 par addition
d’une solution de HCI 5% et la solution est extraite avec du CH,Cl, (3 x 100 mL). Les
phases organiques sont lavées avec une solution saturée de NaCl (100 mL) et de I’eau (100
mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec du CH,Cl, (2 x 100 mL). Les phases
organiques réunies sont séchées et concentrees. Le résidu est recristallisé dans de I’éthanol

pour fournir le thiol 117 (5.67 g, 81%) sous forme de poudre blanche.
Rf = 0.85 (CHCI3-MeOH 9:1)

F 128.0°C
22 o
[@]Z + 7° (c 0.99, CHCI3)

RMN *H (DMSO-ds)

57.53 (d, 1 H, Jnn2 9.7 Hz, NH), 7.40-7.27 (m, 5 H, H-aro), 5.11-4.98 (m, 3 H, CH,Ph et
H-4), 4.85 (t, 1 H, J 9.6 Hz, H-3), 4.75 (d, 1 H, J12 10.1 Hz, H-1), 4.14 (dd, 1 H, Js¢ 12.2
Hz, Js¢ 4.8 Hz, H-6"), 3.99 (m, 1 H, H-6), 3.81 (m, 1 H, H-5), 3.54 (ddd, 1 H, H-2), 2.01,
1.95 et 1.84 (3 s, 3 x CH3CO)

Analyse élémentaire :
- Calculée pour CxHsNOgS :  C, 52.74; H, 5.53; N, 3.08
- Trouvée : C, 52.39; H, 5.46; N, 3.17
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1,6-Anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-O-trifluoromethanesulfonyl--n-galacto-

pyranose

TfO e

118

Le triflate 118 est synthétisé a partir du composé 123 (1.70 g, 6.11 mmol) selon la méme
procédure que pour I’obtention du composé 122. Le résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (98:2 CHCI3-AcOEt) pour donner le triflate 118 (2.35 g, 94%) sous la

forme d’un solide vitreux.

Rf = 0.57 (CHCIs)
[@]? +32° (c 1.0, CHCI3)

RMN *H (CDCls)

57.45-7.30 (m, 5 H, H-aro), 5.48 (se, 1 H, H-1), 5.09 (t, 1 H, J 4.4 Hz, H-4), 4.71 (d, 1 H,
J 11.8 Hz, CHPh), 4.65-4.60 (m, 2 H, H-5, CHPh), 4.58 (d, 1 H, Js & 7.9 Hz, H-6), 4.00 (m,
1 H, H-3),3.79 (dd, 1 H, Js 5 Hz, H-6") et 3.66 (se, 1 H, H-2).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C14H14F3N306S [M + Na]+ 1 432.0453
- Trouvée : 432.0448

PAGE 151



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

Partie expérimentale

Chlorhydrate de 2-S-(3,4,6-Tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-3-D-
glucopyranosyl)-2-pseudothiourée

OAc

o}
AcO
Aco%SYNHZ'HC'

HNCbz
NH

121

Un mélange du carbamate®® 119 (10.7 g, 34.15 mmol) et de chlorure d’acétyle (40 mL) est
agité a 20°C pendant 20 h. Le mélange est alors dilué avec du CH,Cl, (150 mL) et lavé
successivement avec solution saturée froide de NaHCOj3 et une solution saturée de NaCl.
Les phases aqueuses sont réextraites avec du CH,Cl, (4 x 50mL) et les phases organiques
réunies sont séchées et concentrées pour donner le chlorure® 120. Le sirop (12.8 g, 27.9
mmol) est dissous dans de I’acétone anhydre (130 mL), puis de la thiourée (4 g, 52.5
mmol) est ajoutée a la solution. Le mélange est porté a reflux pendant 7 h puis refroidi a
20°C. La pseudothiouree 121, sous forme de solide, est filtrée et lavée avec de I’acétone

pour donner un solide blanc (8.5 g, 47 %).
Rf = 0.55 (CH-AcOEt 1:1)

F 184.0°C
[a]Z -5° (c 1.0, MeOH)

RMN *H (MeOD)

57.38-7.28 (m, 5 H, H-aro), 5.56 (d, 1 H, J1, 10.7 Hz, H-1), 5.31 (t, 1 H, J23+ 34 19.1 Hz,
H-3), 5.16 (d, 1 H, J 12.4 Hz, CHPh), 5.13-5.01 (m, 2 H, CHPh et H-4), 4.29 (dd, 1 H, Js¢
12.4 Hz, Js¢ 4.9 Hz, H-6"), 4.21 (dd, 1 H, Js6 2.2 Hz, H-6), 4.08 (m, 1 H, H-5), 3.88 (dd, 1
H, Ji2 + 23 20.2 Hz, H-2), 2.08 (s, 3 H, CH3CO), 2.02 (s, 3 H, CH3CO) et 1.90 (s, 3 H,
CH3CO).

Analyse élémentaire :
- Calculée pour C21H28CIN3OgS : C, 47.24; H, 5.29; N, 7.87
- Trouvée: C, 46.80; H, 5.36; N, 7.74
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1,6-Anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-O-trifluoromethanesulfonyl--p-

glucopyranose

TfO N

122

A une solution d’anhydride triflique (2.3 mL, 13.9 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (15
mL) et refroidie a —15°C, est ajouté goutte a goutte une solution de pyridine anhydre (3
mL) dans du CH,CI, fraichement distillé (10 mL) et refroidie & —15°C. Ce mélange est
ajouté a une solution de dérivé 1,6-anhydro 100 (2.56 g, 9.24 mmol) dans du CH,Cl, (15
mL), refroidie a —15°C. Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h a —=15°C. La solution
est ramenée a 20°C, diluée avec du CH,Cl, (100 mL) et lavée successivement avec une
solution de HCI 5%, une solution saturée de NaHCO3 et de I’eau. Les phases aqueuses sont
réextraites avec du CH,Cl, (50 mL) et les phases organiques sont réunies, séchées et

concentrées pour donner le triflate 122 (3.78 g, quant.).

Rf = 0.60 (CHCIs)
[ +25° (c 0.99, CHClIy)

RMN 'H (CDCls)

57.45-7.30 (m, 5 H, H-aro), 5.57 (se, 1 H, H-1), 4.81 (se, 1 H, H-4), 4.76 (d, 1 H, Js¢ 5.9
Hz, H-5), 4.69 (se, 2 H, CH,Ph), 4.19 (d, 1 H, Js¢ 8.2 Hz, H-6), 3.85 (dd, 1H, H-6'), 3.77
(se, 1 H, H-3) et 3.37 (se, 1 H, H-2).

Analyse élémentaire :
- Calculée pour C14H14F3N3OsS :  C, 41.08; H, 3.45; N, 10.27
- Trouvée : C,41.25; H, 3.48; N, 10.21
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1,6-Anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy--D-galactopyranose

HO e

123

A une solution du triflate 122 (3.78 g, 9.24 mmol) dans du DMF anhydre (30 mL) est
ajouté du NaNO; (6.38 g, 92.4 mmol). Le mélange réactionnel est agité pendant 20 h a
20°C. Le DMF est alors concentré sous pression réduite et coévaporé avec du toluene. Le
résidu est dilué avec du CH,CI, (100 mL) et lavé successivement avec solution saturée de
NaCl et de I’eau. Les phases aqueuses sont réextraites avec du CH,Cl, (2 x 50 mL) et les
phases organiques sont réunies, séchées et concentrées. Le brut est purifié par
chromatographie sur gel de silice (98:2 CHCI3-AcOEt) pour fournir I’alcool 123 (1.75 g,

68%) sous forme de solide vitreux.

Rf = 0.23 (CHCls)
[@]? +28° (c 1.1, CHCI3)

RMN 'H (CDCls)

57.45-7.30 (m, 5 H, H-aro), 5.45 (se, 1 H, H-1), 4.75 (d, 1 H, J 11.3 Hz, CHPh), 4.53 (d, 1
H, J 11.3 Hz, CHPh), 4.45 (m, 1 H, H-5), 4.25 (d, 1 H, Js¢ 7.5 Hz, H-6), 4.04 (m, 1 H, H-
4), 3.85 (d, 1 H, Js34 5.4 Hz, H-3), 3.68 (dd, 1 H, Js¢ 6 Hz, H-6"), 3.53 (se, 1 H, H-2) et
3.05 (d, 1 H, Json 9.6 Hz, OH)

Analyse élémentaire :
- Calculée pour C13H15N304 @ C, 56.31; H, 5.45; N, 15.15
- Trouvée: C, 56.25; H, 5.39; N, 14.99.
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1,6-Di-O-acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--p-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranose

OAC OAc
§ %
AcO
ACO SB no OAc

HNCbz Ny

124

Le thiodisaccharide 116 (5.31 g, 0.074 mmol) est dissous dans un mélange Ac,O-TFA
(9:1, 80 mL) et la solution est agitée pendant 4 h a température ambiante. Les solvants sont
évaporés sous pression réduite et les traces residuelles d’acide sont éliminées par
coévaporation au toluene. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(9:1, 8:1, 7:1, 6:1 puis 5:1 toluéne-acétone) pour donner le mélange anomérique du
composé 124 (5.84 g, 96%). Le spectre de RMN du proton dans CDCl3; montre un rapport
o:f de 75:25.

Rf = 0.65 (PhCH3-AcOEt 1:1)

RMN 'H (CDCls)

57.45-7.20 (m, 10 Ha, 10 HP, H-aro), 6.27 (d, 1 Ho,, J1» 3.2 Hz, H-1Bay), 5.45 (d, 1 HP,
J12 7.3 Hz, H-1Bp), 5.33 (M, 1 Ho,, 1 HB, H-3Aa. et H-3AP), 5.02-4.84 (m, 6 Ho., 6 Hp, 2
X CHzPhot, 2 x CHyPhB, H-4Ac, H-4AB, H-1Aa et H-1AB), 4.47 (dd, 1 Ha, 1 HB, Jee
12.4 Hz, Js,5 4.2 Hz, H-6'Bo. et H-6'BB), 4.38 (d, 1 Ha, 1 HP, H-6Aa et H-6Ap), 4.15 (dd,
1 Ha, 1 HB, Jse 12.3 Hz, Js¢ 4.6 Hz, H-6'Aa et H-6'AB), 4.01 (m, 2 Ha., 1 HB, H-6Aa, H-
6Ap et H-5Bay), 3.80-3.72 (m, 1 Ho, 1 HPB, H-3Ba. et H-5Bp), 3.65-3.55 (m, 3 Ha, 3 Hp,
H-2Ba, H-2Bp, H-2A0, H-2AB, H-5Aa et H-5AB), 3.40 (m, 1 HB, H-3Bp), 2.99 (t, 1 Ha,
Jaa + 45 20.8 Hz, H-4Bay), 2.96 (m, 1 HP, H-4Bp), 2.19, 2.07, 2.03, 2.01 et 1.91 (5 s, 15
Ha., 15 HB, 5 X CH3COa et 5 x CH3COB).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)

170.77, 170.60, 170.46, 169.51, 168.75 (C=0), 137.41 (C-ipso), 128.57, 128.52, 128.25,
128.21, 128.06 (C-aro), 90.54 (C-1B), 83.40 (C-1A), 77.01, 75.86, 75.82, 75.13, 72.62,
68.49, 67.08, 64.01, 63.22, 62.31, 46.74, 46.43, 21.00, 20.97, 20.68, 20.65 et 20.52
(CH4CO).
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Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C37Hu4N4O15S [M + Na]* :  839.2422
- Trouvée: 839.2424

6-O-Acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-3-D-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio- o, f-D-glucopyranose

OAC OAc
AcO S
AcO BnO OH
N,

HNCbz

125

A une solution de I’acétate 124 (5.84 g, 7.15 mmol) dans du DMF (70 mL) est ajouté de
I’acétate d’hydrazine (920 mg, 9.99 mmol). Le mélange réactionnel est agité pendant 5 h a
température ambiante. Les solvants sont évaporés sous pression réduite et les traces
résiduelles de DMF sont éliminées par coévaporation au toluene. Le résidu est dilué dans
de I’AcOEt (150 mL), la solution est lavée successivement avec une solution saturée de
NaCl (2 x 100 mL) et de I’eau (2 x 100 mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec de
I’AcOEt (100 mL) et les phases organiques réunies sont séchées et concentrées. Une
chromatographie sur gel de silice du résidu (3:1, 2:1, 1:1 toluene-AcOEt) donne le mélange
d’anomeéres de I’hémiacetal 125 (4.5 g, 81%). Le spectre de RMN du proton dans CDCl;
montre un rapport o.: de 60:40.

Rf = 0.42 (PhCH3-AcOEt 1:1)

RMN 'H (CDCls)

57.43 (m, 2 Ha, 2 HP, H-aro), 7.35-7.28 (m, 6 Ha, 6 HP, H-aro), 7.24 (m, 2 Ha,, 2 HB, H-
aro), 5.37 (se, 1 Ho, H-1Ba) 5.32-5.25 (m, 1 Hat, 1 HP, H-3Aa et H-3AB), 5.08-4.83 (m, 7
Ha, 7 HB, 2 x CHoPha, 2 x CH2PhB, H-1Aa, H-1AB, H-4Ac, H-4AB, NHo. et NH), 4.60
(m, 2 HB, H-1Bp et H-6Bp), 4.53-4.40 (M, 2 Ha, H-6Ba. et H-6'Bay), 4.32 (dd, 1 HB, Jsg
11.8 Hz, Js¢ 5.4 Hz, H-6'BB), 4.27 (ddd, 1 Ho,, Jas 11.2 Hz, Js¢ 4.1 Hz, Jsg 3.1 Hz, H-
5Ba), 4.18-4.03 (M, 2 Ha, 2 HB, H-6Aa, H-6APB, H-6'Ac et H-6'ApB), 3.90 (t, 1 Ha,
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J23+34 19.8 Hz, H-3B0y), 3.70-3.58 (M, 2 Hat, 3 HP, H-5BB, H-2Aa, H-2AB, H-5Aa. et H-
5AB), 3.49 (dd, 1 Ha, J12 3.2 Hz, Jp3 9.6 Hz, H-2Ba), 3.41 (dd, 1 HB, J12 8 Hz, Jo5 9.3
Hz, H-2BB), 3.31 (dd, 1 HB, Js4 10,5 Hz, H-3Bp), 2.95 (t, 1 Hot, Jas 10,5 Hz, H-4Ba),
2.90 (t, 1 HB, J 10,5 Hz, H-4BB), 2.09-2.08 (2 s, 3 Hat, 3 HPB, CHsCOw. et CH3COB), 2.06
(s, 3 Ho., 3 HP, CHsCOw. et CH3COB), 2.01 (s, 3 Ha, 3 HB, CH3COa et CH;CO) et 1.91
(s, 3 Ho, 3 HP, CHsCOa et CH3;COP).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C3sH4oN4O14S [M + Na]+ : 797.2316
- Trouvée: 797.2312

6-O-Acétyl-4-S-(3,4, 6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--D-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-a, }-D-glucopyranosyl

trichloroacétimidate

126

A une solution d’hémiacetal 125 (4 g, 5.16 mmol) dans du CH,CI, anhydre (60 mL), sont
ajoutés du trichloroacétonitrile (10.3 mL, 103 mmol) et du DBU (200 pL, 1.34 mmol). Le
mélange réactionnel est agité pendant 1 h sous Ar a température ambiante. Les solvants
sont évaporés et le résidu est purifié par chromatographie sur gel d’alumine (2:1, 1:1, 1:2 et
1:3 cyclohexane-AcOEt) pour donner I’imidate 126 (3.91 g, 82%) sous forme de solide
vitreux. Le spectre de RMN du proton dans CDCl3; montre un rapport o.:3 de 80:20.

Rf = 0.52 (CH-ACOEt 1:1)

RMN 'H (CDCls)
58.76 (s, 1 Ha, NHCClz0), 8.73 (s, 1 HB, NHCCIp), 7.48-7.26 (m, 10 Ha, 10 Hp,
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H-aro), 6.47 (d, 1 Ha, J12 3.3 Hz, H-1Boy), 5.61 (d, 1 Hp, J12 8.6 Hz, H-1Bp), 5.33 (m, 1
Ho, 1 HB, H-3A0 et H-3AB), 5.08-4.08 (M, 7 Ho, 7HB, 2 X CHoPhat, 2 x CH,PhB, H-
1Aa, H-1AB, NH-Ac, NH-AB, H-4Aq et H-4Ap), 4.54-4.43 (m, 2 Ho,, 2 HB, H-6Bo., H-
6Bp, H-6'Bo. et H-6'Bp), 4.22-4.07 (m, 2 Hat, 2 HB, H-5Ba, H-5BP, H-6'Ac. et H-6'AB),
4.01 (dd, 1 Ha,, Js 2.1 Hz, Je 12.3 Hz, H-6Aq), 3.86 (t, 1 Hat, 1 HP, J23+ 34 19.6 Hz, H-
3B et H-3BB), 3.77-3.70 (M, 1 Hat, 1 HB, H-2B et H-2Bp), 3.66-3.52 (m, 2 Ha, 2 HB, H-
2Aa, H-2AB, H-5Aa et H-5Ap), 3.07 (t, 1 Ha, J 10.7 Hz, H-4Bar), 3.00 (t, 1 HB, J 10.7
Hz, H-4BB), 2.12-1.99 (m, 9 Hot, 9 HP, 3 x CH3COw et 3 x CH,COB) et 1.94-1.89 (m, 3
Ha, 3 HB, CH3COo. et CH3COp).

1,6-Anhydro-2-azido-4-O-[2-azido-3-O-benzyl-4-S-(2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy
-4,6-O-(4-méthoxybenzylidene)--D-glucopyranosyl)-2-désoxy-4-thio--D-
glucopyranosyl]-3-O-benzyl-2-désoxy--D-glucopyranose

Q
Bn
OH 0
O O
HO SBnO N3
\O 3

HNCbz N

128

A une solution de 129 (2.034 g, 2.34 mmol) dans du CHsCN anhydre (40 mL) est ajouté du
diméthyl acétal de p-anisaldéhyde (920 ul, 5.41 mmol) et du CSA (18 mg, 0.08 mmol). Le
mélange réactionnel est agité a température ambiante sous Ar pendant 5 min puis le milieu
est neutralisé par addition de NEts. Le solvant est éliminé sous pression réduite et le résidu
est purifié par chromatographie sur gel de silice (98:2 a 90:10 CHCI3-MeOH) pour donner
le composé 128 (1.59 g, 69 %).

Rf = 0.36 (CHCI;-MeOH 95:5)

RMN 'H (CDCls)
57.49-7.24 (m, 17 H, H-aro), 6.86 (m, 2 H, H-aro), 5.63 (se, 1 H, NH), 5.50 (s, 1 H, H-
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1C), 5.43 (s, 1 H, CHPh), 5.16 (d, 1 H, J 12.2 Hz, CHPh), 5.06-4.94 (m, 2 H, 2 x CHPh),
4.90-4.78 (M, 2 H, H-1A et CHPh), 4.73-4.65 (m, 2 H, H-5C et CHPh), 4.55 (d, 1 H, J 12.1
Hz, CHPh), 4.22 (d, 1 H, J1» 8.1 Hz, H-1B), 4.15 (d, 1 H, Js¢ 7.3 Hz, H-6C), 4.08 (m, 1 H,
H-6A ou H-6’A), 4.00-3.84 (m, 3 H, H-3A, H-4C et H-6B ou H-6’B), 3.83-3.70 (m, 5 H,
CH30, H-6"C et H-3C), 3.62-3.34 (m, 6 H, H-6’A ou H-6A, H-6"B ou H-6B, H-2A, H-2B,
H-5A et H-4A), 3.31 (s, 1 H, H-2C), 3.13 (m, 1 H, H-3B) et 3.07-2.94 (m, 2 H, H-4B et H-
5B).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)

5160.23 (C=0), 137.74, 137.26, 136.23, 129.45 (C-ips0), 128.69, 128.51, 128.34, 128.26,
128.13, 127.87, 127.72, 127.64 et 113.68 (C-aro), 102.12 (C-1B), 101.73 (CHPh), 100.31
(C-1C), 86.10 (C-1A), 81.06 (C-4A), 80.47 (C-3B), 77.84 (C-3C), 76.89 (C-5B), 75.87 (C-
4C), 75.69 (CH.Ph), 74.67 (C-5C), 72.29 (C-3A et CH,Ph), 70.16 (C-5A), 68.37 (C-6A),
67.04 (CH2Ph), 66.88 (C-2B), 65.03 (C-6C), 61.62 (C-6B), 58.90 (C-2C), 57.56 (C-2A),
55.28 (CH30) et 47.00 (C-4B).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C4gH53N7014S [M + Na]* :  1006.3269
- Trouvée : 1006.3270

1,6-Anhydro-2-azido-4-O-[2-azido-3-O-benzyl-4-S-(2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy
--D-glucopyranosyl)-2-désoxy-4-thio- B-D-glucopyranosyl]-3-O-benzyl-2-désoxy--D-

glucopyranose

o)
OBn
OH OH 0
HO O N
N3

HNCbz

129

A une solution de 1158 (2.91 g, 2.81 mmol) dans du MeOH anhydre (35 mL) est ajouté du

MeONa (200 mg, 3.70 mmol). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante
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sous Ar pendant 2h, puis le milieu est neutralisé par addition de résine H*. La solution est
filtrée puis le filtrat est dilué dans du CHCI; (50 mL). La phase organique est lavée ave de
I’eau (50 mL) et la phase aqueuse est réextraite avec du CHCI3; (2 x 40 mL). Les phases
organiques réunies sont séchées et concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (98:2 a 90:10 CHCI3-MeOH) pour fournir I’alcool 129 (2.195 g, 90 %).

Rf = 0.42 (CHCls-MeOH 9:1)

RMN *H (DMSO-ds)

57.46-7.22 (m, 13 H, H-aro), 7.19-7.11 (m, 2 H, H-aro), 5.53 (s, 1 H, H-1C), 5.16-5.09 (m,
2 H, OH-3A et OH-4A), 5.05-4.92 (m, 2 H, 2 x CHPh), 4.85 (m, 1 H, OH-6A), 4.81-4.66
(m, 6 H, 2 x CHPh, OH-6B, H-1A, H-1B et H-5C), 4.62 (m, 2 H, 2 x CHPh), 4.11 (m, 1 H,
H-6B ou H-6"B), 4.00 (d, 1 H, Js¢ 6.9 Hz, H-6C), 3.96 (s, 1 H, H-4C), 3.84 (s, 1 H, H-
3C), 3.76-3.55 (m, 5 H, H-6A ou H-6’A, H-6B ou H-6"B, H-6’C, H-5B et H-3B), 3.44-
3.18 (M, 6 H, H-6A ou H-6"A, H-2B, H-3A ou H-4A, H-2A, H-5A et H-2C), 3.06 (m, 1 H,
H-3A ou H-4A) et 2.80 (t, 1 H, J 10.5 Hz, H-4B).

RMN **C (100 MHz, DMSO-ds)

5 155.87 (C=0), 138.54, 138.03 et 136.66 (C-ipso), 128.20, 128.13, 127.96, 127.71 et
127.47 (C-aro), 100.02 (C-1B), 99.59 (C-1B), 81.96 (C-1A), 80.71 (C-2B ou C-4A ou C-
5A), 78.85 (C-3B), 77.32 (C-3C), 76.89 (C-5B), 75.19 (C-2B ou C-4A ou C-5A), 74.42
(CH,Ph), 74.02 (C-4C ou C-5C), 73.89 (C-4C ou C-5C), 71.30 (CH.Ph), 70.73 (C-3A ou
C-4A), 66.87 (C-2B ou C-4A ou C-5A), 65.38 (CH.Ph), 64.43 (C-6C), 61.74 (C-6A ou C-
6B), 61.35 (C-6A ou C-6B), 58.67 (C-2C), 56.80 (C-2A) et 46.38 (C-4B).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C4H47N7013S [M + Na]* :  888.2850
- Trouvée: 888.2842
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1,6-Anhydro-2-azido-4-O-[2-azido-3-O-benzyl-4-S-(2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy
-4,6-O-(4-méthoxybenzylidéne)--D-glucopyranosyl)-6-O-(t-
butyldiphénylsilyl)-2-désoxy-4-thio--D-glucopyranosyl[-3-O-benzyl-2-désoxy--D-

glucopyranose
Q
Bn
OTBDPS 0
(0] Q /%
o) o)
HO SBnO Ny
~o HNCbz N3

131

A une solution de 128 (100 mg, 0.10 mmol) dans du DMF anhydre (2 mL) est ajouté de
I’imidazole (33 mg, 0.48 mmol) et du chlorure de ter-butyldiphénylsilyl (70 ul, 0.28
mmol). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante sous Ar pendant 22h. Le
mélange est dilué dans du CH,CIl, (10 mL) et lavé avec de I’eau (10 mL). La phase
aqueuse est réextraite avec du CH,Cl, (2 x 10 mL) et les phases organiques, réunies, sont
séchées et concentrees. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (3:1 a
1:1 CH-ACcOEt) pour donner le composé 131 (92 mg, 74 %).

Rf = 0.77 (CHCl3-MeOH 95:5)

RMN *H (CDCls)

07.71 (d, 2 H,J 7.1Hz, H-aro), 7.63 (d, 2 H, J 7.1 Hz, H-aro), 7.54-7.18 (m, 23 H, H-aro),
6.91 (d, 2 H, J 8.6 Hz, H-aro), 5.58 (s, 1 H, H-1C), 5.43 (s, 1 H, CHPh), 5.12-4.92 (m, 3 H,
3 x CHPh), 4.82 (d, 1 H, J 10.0 Hz, CHPh), 4.75 (d, 1 H, Js¢ 5.5 Hz, H-5C), 4.60 (d, 1 H,
J 12.2 Hz, CHPh), 4.55 (d, 1 H, J12 9.9 Hz, H-1A), 4.49 (d, 1 H, J 12.2 Hz, CHPh), 4.39
(d, 1 H, J;, 8.1 Hz, H-1B), 4.16-3.96 (m, 4 H, H-6C, H-6A ou H-6’A, H-6’B et H-4C),
3.92 (d, 1 H, Js¢ 11.2 Hz, H-6B), 3.85-3.76 (m, 5 H, CH30, H-3C et H-6’C), 3.58-3.36
(m, 5 H, H-2B, H-6’A ou H-6A, H-2A, H-3A et H-4A), 3.26-3.10 (m, 5 H, H-2C, H-4B,
H-5B, H-3B et H-5A) et 1.09 (s, 9 H, 3 x CH3Si).

RMN *3C (100 MHz, CDCls)

5162.38 (C=0), 139.83 (C-ipso), 138.03, 137.66, 135.63, 134.52, 132.25, 131.41, 130.51,
130.38, 130.22, 130.04, 129.89, 129.69, 129.50, 115.78 (C-aro), 103.78 (C-1B ou CHPh),
103.49 (CHPh ou C-1B), 102.88 (C-1C), 85.00 (C-1A), 82.97 (C-4A), 82.32 (C-3B), 79.86

PAGE 161



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

Partie expérimentale

(C-5B), 79.48 (C-4C), 78.50 (C-3C), 77.94 (CH,Ph), 76.17 (C-5C), 74.48 (C-3A), 74.35
(CH,Ph), 71.65 (C-5A), 70.40 (C-6A), 69.16 (CH,Ph), 68.89 (C-2B), 67.11 (C-6C), 64.83
(C-6B), 61.12 (C-2C), 59.20 (C-2A), 57.38 (CH30), 48.04 (C-4B) et 28.89 (CH3Si).

1,6-Anhydro-2-azido-4-O-[2-azido-3-O-benzyl-4-S-(3-O-benzyl-
2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-4,6-O-(4-méthoxybenzylidéne)--D-
glucopyranosyl)-6-O-(t-butyldiphénylsilyl)-2-désoxy-4-thio--D-
glucopyranosyl]-3-O-benzyl-2-désoxy--D-glucopyranose

Bn
OTBDPS

HNCbz

132

A une solution de 131 (23 mg, 0.019 mmol) dans du dioxane anhydre (1 mL) est ajouté du
KOH (3 mg, 0.053 mmol) et du BnBr (22 ul, 0.188 mmol). Le mélange réactionnel est
porté a reflux pendant 2h puis est ramené a température ambiante. La solution est versé
dans de I’eau (5 mL), puis le mélange est extrait par du CH,Cl, (5 x 5 mL). Les phases
organiques sont réunies, séchées et concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (3:1 a 1:1 CH-AcOEt) pour fournir, non pas le composé attendu 132, mais

le composé 133 (5 mg, 22%) dont la structure est confirmée par RMN.

1,6-Anhydro-2-azido-4-O-[2-azido-3-O-benzyl-4-S-(2-(N-benzyl)amino-2-N:3-O-carbon
yl-2-désoxy-4,6-O-(4-méthoxybenzylidéne)- -D-glucopyranosyl)-6-0-(1-
butyldiphénylsilyl)-2-désoxy-4-thio--D-glucopyranosyl]-3-O-benzyl-2-désoxy- -D-
glucopyranose
Q

OBn
OTBDPS e

O Q %
O O
o SBnO Ny
\O YNBn Ny
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133
Rf = 0.48 (CH-ACOEt 2:1)

RMN 'H (CDCls)

07.70-7.60 (m, 4 H, H-aro), 7.52-7.18 (m, 23 H, H-aro), 6.91 (m, 2 H, H-aro), 5.59 (s, 1 H,
H-1C), 5.46 (s, 1 H, CHPh), 4.92-4.82 (m, 3 H, CH,Ph et H-1A), 4.71 (m, 1 H, H-5C),
4.62 (d, 1 H, J 15.6 Hz, CHPh), 4.56-4.48 (m, 2 H, 2 x CHPh), 4.44-4.36 (m, 2 H, H-1B et
CHPh), 4.15-4.08 (m, 2 H, H-6C et H-6’A), 3.90 (m, 1 H, H-4C), 3.89-3.74 (m, 8 H,
CH30, H-4A, H-3C, H-6’C, H-6B et H-6’B), 3.69 (t, 1 H, J 10.6 Hz, H-3A), 3.63 (d, 1 H,
J 10.1 Hz, H-6A), 3.57 (dd, 1 H, J23 9.3 Hz, H-2B), 3.46 (t, L H, J34 + 45 22.1 Hz, H-4B),
3.29 (t, L H, J1, 9.8 Hz, H-2A), 3.25-3.17 (m, 4 H, H-3B, H-5A, H-2C et H-5B) et 1.12 (s,
9 H, 3 x CH3Si).

RMN **C (100 MHz, CDCl3)

5 159.04 (C=0), 137.64 (C-ipso), 136.01, 135.39 (C-aro), 133.38, 132.24 (C-ipso),
130.43, 130.24 (C-aro), 128.88 (C-ipso), 128.60, 128.52, 128.47, 128.33, 128.21, 128.09,
127.89, 127.50, 127.35, 113.67 (C-aro), 101.43, 101.39 (C-1B et CHPh), 100.83 (C-1C),
83.83 (C-1A), 79.59 (C-3B), 78.43 (C-4A et C-3A), 77.76 (C-5B et C-4C), 76.44 (C-3C),
75.50 (CH2Ph), 74.01 (C-5C), 72.51 (C-5A), 72.32 (CH,Ph), 68.14 (C-6A), 66.71 (C-2B),
65.04 (C-6C), 62.69 (C-6B), 61.78 (C-2A), 58.94 (C-2C), 55.33 (CH30), 47.98 (CH.Ph),
46.42 (C-4B) et 26.90 (CH3Si).

4-0-[6-O-Acétyl-4-5-(3-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-4,6-O-(4-méthoxy
benzylidéne)-[-D-glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-f3-D-
glucopyranosyl]-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy--D-glucopyranose

Q

OAc
O Q %
o] ) N
AcO SBI’]O 3
N o N,

HNCbz

134
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A une solution de 128 (850 mg, 0.864 mmol) dans de la pyridine anhydre (6 mL) est ajouté
de I’Ac;0 (2.5 mL, 25.9 mmol). Le mélange est agité sous Ar et a température ambiante
pendant 1h puis les solvants sont éliminés sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (2:1 a 1:2 CH-AcOEt) pour fournir le thiotrisaccharide
134 (910 mg, 99%).

Rf = 0.61 (CH-ACOEt 1:1)

RMN 'H (CDCls)

57.47-7.41 (m, 2 H, H-aro), 7.39-7.26 (m, 15 H, H-aro), 6.91-6.85 (m, 2 H, H-aro), 5.52
(s, 1 H, H-1C), 5.44 (s, 1 H, CHPh), 5.28 (t, 1 H, Jo3+ 34 19.5 Hz, H-3A), 5.12 (d, 1 H, J
12.3 Hz, CHPh), 5.07 (d, 1 H, Jnu2 8.7 Hz, NH), 5.00-4.85 (m, 3 H, CH,Ph et CHPh),
4.78-4.60 (m, 4 H, H-1A, H-5C et CH,Ph), 4.50 (dd, 1 H, Js¢ 12.0 Hz, Js¢ 1.7 Hz, H-6B),
4.38-4.28 (m, 2 H, H-1B et H-6"B), 4.20-4.12 (m, 2 H, H-6C et H-6’A ou H-6A), 3.96 (m,
1 H, H-4C), 3.84-3.78 (m, 4 H, CH30, H-6’C), 3.76 (s, 1 H, H-3C), 3.70-3.58 (m, 3 H, H-
2A, H-4A et H-6A ou H-6’A), 3.53 (t, 1 H, J12+23 17.6 Hz, H-2B), 3.47-3.33 (m, 2 H, H-
5A et H-5B), 3.23 (s, 1 H, H-2C), 3.19 (t, 1 H, J3+34 19.9 Hz, H-3B), 2.82 (t, 1 H, J 10.8
Hz, H-4B), 2.02 (s, 3 H, CH3CO) et 1.93 (s, 3 H, CH3CO).

RMN *3C (100 MHz, CDCls)

5170.54, 160.20 (C=0), 137.64, 137.52, 129.22 (C-ipso), 128.58, 128.44, 128.06, 127.98,
127.59, 127.52, 113.61 (C-aro), 101.82 (C-1B), 101.46 (CHPh), 100.61 (C-1C), 85.16 (C-
1A), 79.90 (C-3B), 78.44 (C-4A), 77.08 (C-3C), 76.91 (C-4C), 75.69 (CH,Ph), 74.73 (C-
5B ou C-5C), 74.61 (C-5C ou C-5B), 72.42 (CH,Ph), 71.94 (C-3A), 70.62 (C-5A), 68.29
(C-6A), 66.98 (CH,Ph), 66.74 (C-2B), 64.98 (C-6C), 63.04 (C-6B), 59.06 (C-2C), 56.24
(C-2A), 55.29 (CH30), 47.08 (C-4B), 20.88 et 20.64 (CH3CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CsoHs;N7016S [M + Na]™ :  1090.3480
- Trouvée : 1090.3463
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4-0O-[6-O-Acétyl-4-S-(3-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-6-O-(4-méthoxyb
enzyl)-f-D-glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio--p-
glucopyranosyl]-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-f-D-glucopyranose

O_
o)
OBN
o OAc e
Q /%
HO ) N
AcO SBnO 3
HNCbz N,

135

Une suspension du composé 134 (890 mg, 0.833 mmol) et de NaBH3;CN (261 mg, 4.16
mmol) dans du DMF anhydre (18 mL) contenant du tamis moléculaire 3 A (800 mg) est
agité sous Ar a température ambiante pendant 20 min. Le mélange réactionnel est refroidi a
0°C et du TFA (802 uL, 10.4 mmol) est ajouté. La solution est ensuite agitée sous Ar a
température ambiante pendant 25h. La solution est filtrée sur Celite® et la Celite est lavée
avec du CH,Cl, (40 mL). Le filtrat est lavé avec une solution saturée de NaHCO; (30 mL)
puis la phase aqueuse est réextraite avec du CH,Cl, (2 x 20 mL). Les phases organiques
sont reunies, séchées et concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de
silice (1:2 a 2:1 CH-AcOEt) pour donner I’accepteur 135 (705 mg, 79%).

Rf = 0.25 (CH-ACOEt 1:1)

RMN *H (CDCls)

07.50-7.15 (m, 17 H, H-aro), 6.85 (m, 2 H, H-aro), 5.48 (s, 1 H, H-1C), 5.14-5.03 (m, 2 H,
CHPh et NH), 5.03-4.92 (m, 2 H, H-3A et CHPh), 4.92-4.84 (m, 2 H, CH,Ph), 4.66-4.56
(m, 4 H, H-1A, H-5C et CH,Ph), 4.50-4.39 (m, 3 H, H-6B et CH,Ph), 4.33 (dd, 1 H, Jsg’
12.1 Hz, Js6 4.3 Hz, H-6’B), 4.31 (d, 1 H, J1, 8.1 Hz, H-1B), 4.07 (d, 1 H, Js ¢ 6.5 Hz, H-
6C), 3.92 (m, 1 H, H-4C), 3.78 (s, 3 H, CH30), 3.74 (dd, 1 H, Js¢ 7.2 Hz, H-6’C), 3.70-
3.56 (m, 5 H, H-2A, H-5B, H-6A, H-6’A et H-4A), 3.56-3.48 (m, 3 H, H-5A, H-2B et H-
3C), 3.29 (t, 1 H, J12+2319.7 Hz, H-3B), 3.21 (s, 1 H, H-2C), 3.09 (se, 1 H, OH), 2.96 {t,
1H,J10.8 Hz, H-4B), 1.98 (s, 3 H, CH3CO) et 1.95 (s, 3 H, CH3CO).

RMN *3C (100 MHz, CDCl5)
5171.82, 170.68, 159.33 (C=0), 137.77, 137.53, 129.55 (C-ipso), 129.14, 128.55, 128.46,
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128.24, 128.01, 127.50, 113.90 (C-aro), 101.74 (C-1B), 100.55 (C-1C), 82.77 (C-1A),
78.54 (C-3B), 77.97 (C-5A), 76.80 (C-3C et C-4C), 76.08 (C-3A), 74.67 (CH.Ph), 74.61
(C-5C), 74.44 (C-5B ou C-4A), 73.27 (CH,Ph), 72.31 (CH,Ph), 70.67 (C-4A ou C-5B),
70.35 (C-6A), 66.91 (CH,Ph), 66.73 (C-2B), 64.95 (C-6C), 63.49 (C-6B), 59.18 (C-2C),
55.25 (C-2A et CH30), 45.95 (C-4B), 20.84 et 20.74 (CH,CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CsoHsgN7016S [M + Na]* :  1092.3637
- Trouvée : 1092.3647

4-0-[6-O-Acétyl-4-S-(3-O-acétyl-4-O-[3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-phthalimido- -D-
glucopyranosyl]-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-6-O-(4-méthoxybenzyl)-3-D-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio--D-
glucopyranosyl]-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-f-D-glucopyranose

O_
Q
Bn
o OAc 0
OAc
Q Q 2 o)
AcO (;)B\CO SBnO Ny

136

Une suspension de I’alcool 135 (682 mg, 0.637 mmol) et de I’imidate 127 (185 mg, 0.319
mmol) dans du CHCl, anhydre (42 mL) contenant du tamis moléculaire 4 A en poudre
(1.7 g) est agité sous Ar a température ambiante pendant 30 min. Le mélange réactionnel
est refroidi a — 50°C et une solution de BF3.Et,0 (269 pL, 0.0636 mmol) est ajouté. La
solution est réchauffée pendant 1 h jusqu’a — 20°C. Au bout de 15 min, I’imidate ayant été
totalement consommé, une solution d’imidate dans du CH,Cl, anhydre (185 mg, 0.319
mmol) est ajoutée au mélange réactionnel. Aprés 50 min d’agitation a — 20°C, une solution
d’imidate (92 mg, 0.159 mmol) est de nouveau ajoutée au milieu pour consommer

I’accepteur n’ayant pas réagi. Apres 1h40, la réaction est neutralisée par de la triethylamine
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(150 pL) et le milieu est agité a température ambiante pendant 10 minutes. Le tamis est
filtré, le filtrat est dilué avec du CH,Cl, (50 mL) et lavé avec une solution saturée de NaCl
(50 mL). Les phases aqueuses sont réextraites au CH,Cl, (2 x 50 mL) et les phases
organiques sont réunies, séchées et concentrées pour donner un résidu qui est purifié par
chromatographie sur gel de silice (3:1 a 1:1, PhCH3/AcOEt). Une chromatographie
d’exclusion stérique (LH20 1:1 CHCI3-MeOH) est nécessaire pour donner le composé 136
(685 mg, 72%).

Rf = 0.55 (PhCH3-AcOEt 3:2)

RMN 'H (CDCls)

07.83 (m, 2 H, H-aro), 7.70 (m, 2 H, H-aro), 7.42-7.20 (m, 15 H, H-aro), 7.15 (d, 2 H, J
8.1 Hz H-aro), 6.85 (d, 2 H, J 8.1 Hz H-aro), 5.73 (t, 1 H, J23+34 19.6 Hz, H-3A), 5.45 (s,
1H, H-1D),5.34 (d, 1 H, J;, 8.4 Hz, H-1A), 5.13 (t, 1 H, J 9.6 Hz, H-4A), 5.11-4.98 (m, 2
H, H-3B et CHPh), 4.93 (d, 1 H, J 12.7 Hz, CHPh), 4.88-4.79 (m, 2 H, CH,Ph), 4.74 (d, 1
H, Jnu2 9.1 Hz, NH), 4.62-4.43 (m, 4 H, H-1B, H-5D, CH,Ph et H-6C), 4.38 (m, 1 H, H-
6’A), 4.31-4.16 (m, 5 H, H-6’C, CH,Ph, H-1C et H-2A), 4.06-3.97 (m, 2 H, H-6A et H-
6D), 3.88 (s, 1 H, H-4D), 3.86-3.76 (m, 4 H, H-4B et CH30), 3.71 (t, 1 H, J 6.7 Hz, H-
6°D), 3.65-3.44 (m, 4 H, H-5A, H-2B, H-5C et H-2C), 3.42 (s, 1 H, H-3D), 3.40-3.15 (m, 5
H, H-6B, H-6’B, H-5B, H-3C et H-2D), 2.87 (t, 1 H, J 10.7 Hz, H-4C), 2.07, 2.02, 1.95,
1.93et1.84 (55, 15 H, 5 x CH3CO).

RMN *3C (100 MHz, CDCls)

5170.54, 170.42, 170.11, 169.42, 159.19, 155.63 (C=0), 137.62, 136.20 (C-ipso), 134.49
(C-aro), 131.24, 129.96 (C-ipso), 128.95, 128.51, 128.44, 128.08, 127.96, 127.44, 123.64,
113.76 (C-aro), 101.74 (C-1C), 100.55 (C-1D), 97.06 (C-1A), 82.12 (C-1B), 78.18 (C-5B
et C-3C), 76.94 (C-3D et C-4D), 74.61 (C-5D), 74.36 (CH,Ph), 74.29 (C-5C ou C-4B),
73.96 (C-4B ou C-5C), 72.95 (C-3B), 72.50 (CH,Ph), 72.29 (CH,Ph), 71.80 (C-5A), 70.52
(C-3A), 68.59 (C-6B), 68.47 (C-4A), 66.94 (CH,Ph), 66.74 (C-2C), 64.90 (C-6D), 63.54
(C-6C), 61.56 (C-6A), 59.17 (C-2D), 55.82 (C-2B), 55.24 (CH30), 54.86 (C-2A), 45.75
(C-4C), 20.77, 20.68, 20.57, 20.50 et 20.37 (CH3CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C7oH7gNgO25S [M + Na]™ :  1509.4697
- Trouvée: 1509.4689
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Allyl 4-S-(2-acétamido-2-désoxy-[-D-glucopyranosyl)-2-acétamido-2-désoxy-4-thio-f-D-

glucopyranoside
OH OH
s
HO HO \/\
HNAC HNAc . \3'

137

A une solution de 146 (300 mg, 0.434 mmol) dans du MeOH anhydre (3 mL) est ajouté du
MeONa (75 mg, 1.39 mmol) puis le mélange est agité a température ambiante sous Ar
pendant 4h. De I’eau est ajoutée puis le pH ajusté & 7 par addition de résine Amberlite® IR
120. La résine est éliminée puis le solvant est évapore. Le résidu est cristallisé dans un
mélange acétone-MeOH (2:1) pour donner le composé 137, avec un rendement de 72%

(150 mg) sous la forme de cristaux blancs.
Rf = 0.38 (CHCl;-MeOH 2:1)

F 299°C (décomposition)

[@]2 - 41° (c 1.0, H,0)

RMN *H (D,0)

55.92 (m, 1 H, H-2), 5.40-5.22 (m, 2 H, H-3't et H-3’c), 4.74 (d, 1 H, J1» 10.4 Hz, H-
1A), 455 (d, 1 H, J1, 8.5 Hz, H-1B), 4.35 (dd, 1 H, J11- 12.9 Hz, Jy > 4.5 Hz, H-1"a), 4.17
(dd, 1 H, J;-» 6.0 Hz, H-1°b), 4.09 (d, 1 H, Js & 11.8 Hz, H-6B), 3.98-3.85 (m, 2 H, H-6A
et H-6’B), 3.82-3.54 (m, 6 H, H-2A, H-6’A, H-2B, H-5B, H-3B et H-3A), 3.54-3.40 (m, 2
H, H-4A et H-5A), 2.89 (t, 1 H, J 10.5 Hz, H-4B) et 2.04 (s, 6 H, 2 x CH3CO).

RMN *3C (100 MHz, D,0)

5 172.61, 172.53 (COCHs), 131.31 (C-2°), 116.24 (C-3’), 97.73 (C-1B), 81.76 (C-1A),
77.79 (C-4A ou C-5A), 74.36 (C-5B), 72.85 (C-3A), 69.36 (C-3B), 68.35 (C-1°), 67.60 (C-
5A ou C-4A), 59.42 (C-6B), 58.74 (C-6A), 54.84 (C-2B), 52.93 (C-2A), 46.13 (C-4B) et
20.13 (CH3CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C19H3,N,010S [M + Na]* :  503.1675
- Trouvée: 503.1672
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Allyl 4-S-(2-acétamido-4-0-[2-amino-2-désoxy--D-glucopyranosyl]-2-désoxy--D-
glucopyranosyl)-2-acétamido-2-désoxy-4-thio- -D-glucopyranoside

OH OH OH
o s
HO
HO NH, RO HNAC \1/\
. )

HNAc

138

Le thiodisaccharide 137 (5.45 mg, 0.01135 mmol) est incubé pendant 14 jours avec de
I’UDP-GIcNH, 150(8.9 mg, 0.0137 mmol) et de la 3-1,4-galactosyltransférase (5.6 unités)
dans 1 mL d’un milieu tampon composé de MnCl, (25 pl, 5 mmol, solution a 1 M) et en
présence d’o-lactalbumine (45 pl, solution & 25 mg.mL™) et d’alkaline phosphatase (1
unité). Le brut réactionnel est alors purifié par chromatographie de perméation de gel de
type Bio-Gel P2 (NH;*AcO™ 0.25 M, 0.32 mL.min™), puis par passage sur une résine
échangeuse d’ions, AG MP-1 (H,O MilliQ) pour donner le composé 138 pur (3 mg, 41%)

apres lyophilisation.
RMN *H (100 MHz, D,0)

55.88 (M, 1 H, H-2’), 5.35-5.19 (m, 2 H, H-3’t et H-3°C), 4.71 (d, 1 H, J;» 10.1 Hz, H-1B),
452 (d, 1 H, J1 8.4 Hz, H-1C), 4.46 (d, 1 H, J1» 8.0 Hz, H-1A), 4.30 (dd, 1 H, Jy 1 13.1
Hz Jy» 6.3 Hz, H-1"a), 4.12 (dd, 1 H, J1-1- 13.0 Hz Jy-» 6.4 Hz, H-1'b), 4.05 (dd, 1 H, Js 6
12.0 Hz, Jo5 1.4 Hz, H-6C), 3.96-3.82 (m, 3 H, H-6B, H-6"C et H-3B ou H-4B ou H-5B),
3.82-3.64 (M, 6 H, H-6’B, H-6A, H-6’A, H-2B, H-2C et H-3B ou H-4B ou H-5B), 3.63-
3.52 (M, 3 H, H-5C, H-3C et H-3B ou H-4B ou H-5B), 3.46 (m, 1 H, H-4A ou H-5A),
3.42-3.32 (M, 2 H, H-3A et H-4A ou H-5A), 2.85 (t, 1 H, J 10.8 Hz, H-4C), 2.66 (m, 1 H,
H-2A), 2.03 (s, 3 H, CHsCO) et 2.02 (s, 3 H, CH3CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CasHysN3O1S [M + H] : 642.2544
- Trouvée: 642.2563
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4-S-(2-Acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-glucopyranosyl)-1,6-anhydro-2-azido-
3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio--D-glucopyranose

139

A une suspension de NaH (55% dans I’huile, 2.33 g, 53.4 mmol) dans du DMF (10 mL),
est ajouté une solution du thiol 91 (17.6 g, 42.8 mmol) dans du DMF (300 mL) a 0°C. Le
mélange réactionnel est agité pendant 10 min a 0°C puis 10 min a 20°C. Cette solution
d’alcoolate est ajoutée au triflate 118 (18.65 g, 51.3 mmol) et agitée pendant 1 h a 20°C.
Le milieu est ensuite neutralisé par addition d’acide acetique (20 mL) et agité pendant 30
min. Les solvants sont éliminés sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (1:0 a 1:4 toluéne-AcOEt) pour donner le
thiodisaccharide 139 (24.55 g, 90%) sous la forme de cristaux blancs.

Rf = 0.47 (CHCI;-MeOH 95:5)

F 183.0°C
[]5 —44° (c 0.99, CHCIy)

RMN 'H (CDCls)

57.41-7.36 (m, 5 H, H-aro), 5.54 (d, 1 H, Jnu2 9.1 Hz, NH), 5.44 (s, 1 H, H-1B), 5.26 (t, 1
H, J23+34 19.8 Hz, H-3A), 5.09 (t, 1 H, J34+45 19.5 Hz, H-4A), 4.93 (d, 1 H, J1» 10.4 Hz,
H-1A), 4.76-4.70 (m, 2 H, CHPh, H-5B), 4.67 (d, 1 H, J 11.9 Hz, CHPh), 4.27 (d, 1 H, Js¢&
7.4 Hz, H-6B), 4.19 (dd, 1 H, Js¢ 12.4 Hz, Js ¢ 4.7 Hz, H-6’A), 4.14 (dd, 1 H, Js5 2.3 Hz,
H-6A), 4.00 (td, 1 H, J3 10.4 Hz, H-2A), 3.82 (m, 1 H, H-4B), 3.77 (dd, 1 H, Js¢ 5.6 Hz,
H-6’B), 3.68 (m, 1 H, H-5A), 3.52 (s, 1 H, H-3B), 3.23 (s, 1 H, H-2B), 2.06, 2.05, 2.03 et
1.95 (4's, 12 H, 4 x CH3CO).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)
5170.88, 170.58, 170.23 et 169.37 (COCHj3), 137.45 (C-ipso), 128.60, 128.04 et 127.69
(C-aro), 100.07 (C-1B), 83.39 (C-1A), 78.60 (C-4B), 76.14 (C-5A et C-5B), 73.34 (C-3A),
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72.30 (CH,Ph), 68.25 (C-4A), 67.76 (C-6B), 62.04 (C-6A), 60.15 (C-3B), 53.75 (C-2A),
44.00 (C-2B) et 23.34, 20.68 et 20.62 (CH3CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour Co7H34N401:S [M + Na]*:  645.1843
- Trouvée : 645.1845

1,3,6-Tri-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy- -D-glucopyranosyl)-2-
azido-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranose

OAC OAc
) %
AcO
o SAC o OAc
N,

HNAc

144

A une solution du thiodisaccharide 147 (22.68 g, 31.30 mmol) dans du CH,Cl, anhydre
(220 mL) est ajouté du FeCl; (20.39 g, 125.70 mmol). Le mélange réactionnel est agité
pendant 1.5 h sous Ar a température ambiante. Le solvant est éliminé et le résidu est
dissous dans la pyridine (210 mL) puis de I’Ac,O (105 mL, 1.113 mol) est ajouté. La
solution est agitée a température ambiante pendant 1.5 h. Les solvants sont éliminés sous
pression réduite et le résidu est dissous dans de I’AcOEt (350 mL). La phase organique est
lavée successivement avec une solution de HCI, 1 N (250 mL), une solution saturée de
NaHCO3 (250 mL) et une solution saturée de NaCl (250 mL). Les phases aqueuses sont
réextraites avec de I’AcOEt (2 x 250 mL) et les phases organiques réunies sont séchées et
concentrées. Le composé 144 (13.1 g, 62 %) est obtenu sous la forme de cristaux blancs
apres une cristallisation dans I’éthanol et une purification par chromatographie sur gel de
silice (0:1 & 9:1 AcOEt-CH). Le spectre de RMN du proton dans CDCl3 montre un rapport
o3 de 80:20.

Rf = 0.50 (CHCI3-MeOH 95:5)

RMN 'H (CDCls)
56.33 (d, 1 Ha, J12 3.3 Hz, H-1Ba), 5.77 (d, 1 Ha, Jnn2 9.8 Hz, NHa), 5.69 (d, 1 Hp,
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Inmz 10.1 Hz, NHB), 5.49 (d, 1 HB, J 8.6 Hz, H-1Bp), 5.43 (t, 1 Hot, Ja3 + 34 21.0 Hz, H-
3Ba), 5.11 (t, 1 Hot, Jo3+ 34 19.4 Hz, H-3Aa), 5.08-4.91 (M, 1 Hot et 3 HP, H4Aq, HAAB,
H3AB et H3BB), 4.74 (d, 1 Ho et 1 HB, Ji» 10.4 Hz, H-1Aa et H-1AB), 4.60 (dd, 1 Ha,
Joo 12.5 Hz, J5¢ 3.9 Hz, H-6'Bay), 4.55 (dd, 1 HB, Jse 12.5 Hz, Js¢ 4.6 Hz, H-6"Bp),
4.46 (m, 1 HB, H-6BB), 4.40-4.29 (m, 2 Ho, H-5Ba. et H-6Bar), 4.28-4.13 (M, 2 Ha et 2
HB, H-2Aa, H-2AB, H-6Ac. et H-6AB), 4.10-4.00 (M, 1 Hot et 1 HB, H-6"Aa et H-5Bp),
3.95 (dd, 1 HP, Jse 12.1 Hz, Js¢ 7.9 Hz, H-6’AB), 3.76-3.63 (m, 2 Ha et 2 HP, H-2Ba,
H-2BB, H-5Aa et H-5AB), 2.95 (t, 1 Ho, J 11.2 Hz, H-4Ba), 2.86 (t, 1 HB, Jaa + 45 21.7
Hz, H-4BB), 2.22 (s, 3 Ho,, CH3COw), 2.19 (s, 3 Ha, CH3COw), 2.19-2.18 (2 s, 6 HP, 2 X
CH3COB), 2.13 (s, 3 HB, CH3COB), 2.07 (s, 3 Ha,, CHsCOw), 2.06-2.01 (M, 9 Har et 9 HB,
3 x CH3COa et 3 X CH3COB), 1.95 (s, 3 Ho,, CHCONHa) et 1.92 (s, 3 HB, CHsCONHB).

RMN *3C (100 MHz, CDCls) pour I’anomére o

0 171.27, 170.61 et 170.32 (COCHjs), 90.28 (C-1B), 82.27 (C-1A), 75.94 (C-5A), 74.15
(C-3A), 71.12 (C-5B), 68.51 (C-4A), 67.82 (C-3B), 63.04 et 62.91 (C-6B et C-6A), 61.75
(C-2B), 51.87 (C-2A), 45.77 (C-4B) et 23.00, 20.89, 20.74 et 20.55 (CHsCO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour Cp6H3sN4O15S [M + Na]* :  699.1796
- Trouvée: 699.1796

Allyl 3,6-di-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-F-D-glucopyranosyl)-
2-azido-2-désoxy-4-thio-a, -D-glucopyranoside

OAC OAcC
o] %o 2
AcO
AcO %\CO N \/\
3 1' 3

HNAc

145

Une solution de I"imidate 149 (8.868 g, 11.39 mmol) dans du CH,CI, anhydre (140 mL)
contenant du tamis moléculaire 4A (8 g) est agitée sous Ar a température ambiante pendant
1 h puis 10 min a — 45°C. De I’alcool allylique (1.55 mL, 22.77 mmol) puis du BF;.Et,O
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(0.919 mL, 3.415 mmol) sont ajoutés a cette solution qui est réchauffée a — 10°C en 2 h. La
triethylamine (200 uL) est ajoutée et le mélange est agité a température ambiante pendant
20 min. Le tamis moléculaire est filtré et le filtrat est dilué avec du CH,Cl, (250 mL), lavé
avec une solution saturée de NaCl (250 mL). La phase aqueuse est réextraite avec du
CH,Cl, (3 x 100 mL) et les phases organiques sont réunies, séchées et concentrées. Le
résidu est purifié par chromatographie sur gel d’alumine (1:2, 1:1, 3:1, 5:1 puis 1:0,
AcOEt-CH) pour donner I’allyle glycoside 145 (6.410 g, 83%) sous forme de cristaux
blancs. Le spectre de RMN du proton dans CDCI; montre un rapport a.:3 de 10:90.

Données analytigues pour 1458

Rf = 0.58 (CH-ACOEt 1:1, Al,O3)
F 187.3°C

RMN 'H (CDCl;

55.94 (m, 1 H, H-2’), 5.70 (d, 1 H, Jnp2 9.7 Hz, NH), 5.34 (dd, 1 H, Ja2 17.2 Hz, Ja 3
1.5 Hz, H-3"t), 5.26 (dd, 1 H, J3c2 10.4 Hz, Jgc3t 1.5 Hz, H-3c), 5.08-4.96 (m, 2 H, H-
3A et H-4A), 4.93 (dd, 1 H, J,3 9.9 Hz, J34 11.0 Hz, H-3B), 4.72 (d, 1 H, J;, 10.7 Hz, H-
1A), 4.54-4.49 (m, 2 H, H-6B et H-6’B), 4.43-4.35 (m, 2 H, H-1B et H-1"a), 4.25-4.09 (m,
3 H, H-2A, H-6A et H-1’b), 4.01 (dd, 1 H, Js¢ 12.3 Hz, Js¢ 6.4 Hz, H-6’A), 3.84 (m, 1 H,
H-5B), 3.69 (m, 1 H, H-5A), 3.52 (dd, 1 H, J1» 8.1 Hz, J23 9.7 Hz, H-2B), 2.83 (t, 1 H,
J10.9 Hz, H-4B), 2.17, 2.09, 2.07, 2.04, 2.02 et 1.92 (6 5, 6 x CH3CO).

RMN *3C (100 MHz, CDCls)

5171.27, 170.85, 170.47, 170.16, 169.67, 169.26 (C=0), 133.02 (C-2’), 118.09 (C-3"),
100.83 (C-1B), 81.72 (C-1A), 75.65 (C-5A), 74.14 (C-3A), 73.48 (C-5B), 70.32 (C-6B),
69.84 (C-3B), 68.25 (C-4A), 65.02 (C-2B), 63.48 (C-1"), 62.69 (C-6A), 51.92 (C-2A),
46.15 (C-4B), 22.99, 21.06, 20.80 et 20.62 (CH5CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C»7H3gN4O14S [M + Na]* :  697.2003
- Trouvée: 697.1996
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Allyl 3,6-di-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-F-D-glucopyranosyl)-

2-acétamido-2-désoxy-4-thio--D-glucopyranoside

o) OAcC
% 2
AcO O
ACO Aco \/\
1 3

Ac
O
HNAC HNACc

146

A une solution de 1458 (5.410 g, 8.02 mmol) dans du THF anhydre (260 mL) sont ajoutés
du zinc en poudre (52.42 g, 801.9 mmol) et de I’AcOH (22.9 mL, 400.9 mmol). Le
mélange réactionnel est agité, sous Ar, a température ambiante pendant 1h30, puis de
I’Ac,0 (140 mL) est ajouté au milieu. Le mélange réactionnel est agité a nouveau pendant
1h30 & température ambiante, puis la solution est filtrée sur Celite® et le filtrat est évaporé.
Le résidu est dissous dans de I’AcOEt (300 mL) et lavé successivement avec de I’eau (200
mL), une solution saturée de NaHCOj3 (200 mL) et une solution saturée de NaCl (200 mL).
Les phases aqueuses sont reextraites avec de I’AcOEt (6 x 100 mL). Les phases organiques
réunies sont séchées et concentrées. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur
gel de silice (1:0 et 95:5 CHCI3-MeOH) pour fournir le composé 146 (2.505 g, 45%) sous

forme de cristaux blancs.
Rf =0.33 (CHCI3-MeOH 9:1)

F 238.0°C
[2]Z —54° (c 1.0, CHCIy)

RMN 'H (CDCls)

55.87 (m, 1 H, H-2’), 5.78 (d, 1 H, Jun2 9.4 Hz, NH-A), 5.74-5.65 (m, 2 H, H-3B et NH-
B), 5.27 (dd, 1 H, Jg2 17.2 Hz, J33c 1.6 Hz, H-3'1), 5.21 (dd, 1 H, Jgc2 10.3 Hz, Jgc3t
1.6 Hz, H-3°c), 5.12-4.98 (m, 2 H, H-3A et H-4A), 4.91 (d, 1 H, J;, 8.3 Hz, H-1B), 4.74
(d, 1 H, J;2 10.5 Hz, H-1A), 4.53 (m, 2 H, H-6B et H-6"B), 4.32 (m, 1 H, H-1a), 4.23-4.12
(m, 2 H, H-2A et H-6A), 4.10-4.02 (m, 2 H, H-6’A et H-1"b), 3.90 (m, 1 H, H-5B), 3.74
(m, 1 H, H-5A), 3.46 (m, 1 H, H-2B), 2.83 (t, 1 H, J 10.8 Hz, H-4B), 2.11 (s, 3 H,
CH3CO), 2.10 (s, 3 H, CH3CO0), 2.07 (s, 3 H, CH3CO), 2.04 (s, 3 H, CH3CO), 2.02 (s, 3 H,
CH3CO), 1.99 (s, 3 H, CH3CO) et 1.92 (s, 3 H, CH3CO).
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RMN *3C (100 MHz, CDCls)

5170.65 et 169.75 (COCHs), 133.56 (C-27), 117.83 (C-3’), 98.77 (C-1B), 82.16 (C-1A),
75.70 (C-5A), 74.26 (C-3A), 73.42 (C-5B), 70.00 (C-1°), 68.87 (C-3B), 68.23 (C-4A),
63.63 (C-6B), 62.57 (C-6A), 57.27 (C-2B), 52.17 (C-2A), 46.71 (C-4B) et 23.49, 23.01,
20.97, 20.87 et 20.64 (CH5CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CoH4oN»015S [M + Na]* :  713.2204
- Trouvée: 713.2200

1,6-Di-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4, 6-tri-O-acétyl-2-désoxy--p-glucopyranosyl)-2-
azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranose

OAC OAc
§ //§S§::ii&4$
AcO
ACO % no N OAc
3

HNAc

147

Le thiodisaccharide 139 (24.55 g, 38.58 mmol) est dissous dans un mélange Ac,O-TFA
(9:1, 166 mL) et la solution est agitée pendant 6.5 h a 40°C. Les solvants sont évaporés
sous pression réduite et les traces résiduelles d’acide sont éliminées par coévaporation au
toluéne. Une purification par chromatographie sur gel de silice (3:2 a 0:1 toluéne-AcOEt)
du résidu donne un mélange anomérique du composé 147 (22.98 g, 96%) sous la forme de

cristaux blancs. Le spectre de RMN du proton montre un rapport o.:3 de 65:35.
Rf =0.63 (CHCIl3-MeOH 95:5)

RMN *H (CDCls)

0 7.50-7.30 (m, 5 Ha et 5 Hp, H-aro), 6.29 (d, 1 Ha, J12 3.2 Hz, H-1Ba), 5.58 (d, 1 Ha,
Ji2 8.6 Hz, H-1Aq), 5.47 (m, 2 HB, H-1BP et H-1AP), 5.30 (t, 1 Ho et 1 HPB, Jo3+34 19.7
Hz, H-3Aa et H-3AB), 5.08-4.95 (m, 2 Ha et 2 HB, CHPha, CHPhp, H-4Aa. et H-4AB),
4.95-4.85 (m, 2 Ho et 2 HB, CHPha,, CHPhp, NHo et NHB), 4.57-4.0 (m, 2Ha. et 2 HP, H-
6’Ba,, H-6B’B, H-6Ba. et H-6BB), 4.19 (dd, 1 Ha, Jse' 12.5 Hz, Js¢ 4.9 Hz, H-6’Aa),
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4.11-3.96 (m, 2 Ho. et 2 HB, H-5Ba, H-6A0, H-6'AB et H-6AB), 3.89-3.77 (m, 1 Ho. et 2
HB, H-2Aa, H-2AB et H-5Bp), 3.73 (t, 1 Ha, J 10.1 Hz, H-3Ba), 3.69-3.63 (M, 2 Ha et 1
HB, H-5Aa, H-5AB et H-2Bay), 3.60 (t, 1 HP, Jiz + 23 17.9 Hz, H-2BB), 3.41 (t, 1 Hp,
J23+34 20.0 Hz, H-3BP), 2.98 (t, 1 Hat, Jsu + 45 21.4 Hz, H-4Ba), 2.93 (t, 1 HP, Ja4 + 45
21.2 Hz, H-4Bp), 2.20-2.17 (2's, 3 Ha et 3 HB, CH3COa et CH3COP), 2.12 (s, 3 Ha,
CHsCOa), 2.09 (s, 3 Ha, CHsCOw), 2.05-2.00 (m, 6 Ha et 12 HP, 2 x CH3COa et 4 X
CH5COB), 1.71 (s, 3 Ha, CHsCONHo) et 1.68 (s, 3 HB, CH3CONHP).

RMN *3C (100 MHz, CDClI3) pour I’anomére o

5 170.47 et 168.66 (COCHa), 128.56, 128.16, 127.64 et 127.55 (C-aro), 90.39 (C-1B),
83.60 (C-1A), 77.00 (C-3B), 75.61 (CH,Ph), 75.21 (C-5A), 72.78 (C-3A), 72.52 (C-5B),
68.20 (C-4A), 63.88 (C-2B), 63.23 (C-6B), 62.08 (C-6A), 54.48 (C-2A), 46.77 (C-4B) et
23.06, 20.95 et 20.62 (CH3CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour C33H40N4014S [M + Na]*:  747.2159
- Trouvée : 747.2158

3,6-Di-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-glucopyranosyl)-2-
azido-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranose

OAC OAC
§ %
AcO S
AcO AcO OH

HNAC N,

148

A une solution du composé 144 (12.82 g, 18.93 mmol) dans du DMF (110 mL) est ajouté
de l’acétate d’hydrazine (2.1 g, 22.79 mmol). Le mélange réactionnel est agité a
température ambiante sous Ar pendant 1 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite et
les traces résiduelles de DMF sont éliminées par coevaporation au toluéne. Le résidu est
dissous dans de I’AcOEt (200 mL) et la phase organique est lavée successivement avec de

I’eau (150 mL) et une solution saturée de NaCl (150 mL). Les phases aqueuses sont
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réextraites avec de I’AcOEt (2 x 250 mL) et les phases organiques réunies sont séchées et
concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (1:0 a 95:5 CHCls;-
MeOH) pour donner le composé 148 (8.955 g), sous forme vitreuse et avec un rendement
de 75 %. Le spectre de RMN du proton dans CDCIs; montre un rapport o.:3 de 70:30.

Rf = 0.43 (CHCI;-MeOH 95:5)

RMN *H (CDCls)

55.90 (d, 1 Ha, J12 9.9 Hz, H-1Aa), 5.81 (d, 1 HP, J1» 9.9 Hz, H-1AB), 5.55 (t, 1 Ha,
J10.5 Hz, H-3Ba), 5.40 (d, 1 Ha, J12 3.1 Hz, H-1Ba), 5.09 (t, 1 Ha, J 9.5 Hz, H-3Aw),
5.08-4.97 (m, 1 Ha, 3 HB, H-3AB, H-3Bp, H-4Aa et H-4AB), 4.82 (d, 1 Ha, Jyn2 10.4
Hz, NHo), 4.78 (d, 1 HPB, Jxn2 10.5 Hz, NHB), 4.69 (d, 1 HB, J1» 7.9 Hz, H-1Bp), 4.57
(dd, 1 Ho, Js ¢ 11.8 Hz, Js ¢ 3.7 Hz, H-6’Bay), 4.55 (M, 1 Ho et 2 HPB, H-5Ba, H-6Bp et
H-6’Bp), 4.44 (dd, 1 Ho,, Js5 1.6 Hz, H-6Bay), 4.26-4.16 (m, 2 Ha et 2 HB, H-2Aa, H-
2AB, H-6Aq et H-6AB), 4.01 (dd, 1 Ha et 1 HB, Jse 12.3 Hz, Js¢ 6.0 Hz, H-6’Aa. et H-
6A’B), 3.92 (m, 1 HPB, H-5BB), 3.73 (M, 1 Ha et 1 HB, H-5Aa et H-5AP), 3.50 (m, 1 Ho. et
1 HB, H-2Ba et H-2Bp), 2.91-2.82 (m, 1 Ha et 1 HP, H-4Ba. et H-4Bp), 2.17 (s, 3 Ho et 3
HPB, CH3COa et CH3COP), 2.10 (s, 3 Ha, CH3COay), 2.09 (s, 3 HB, CH3COB), 2.07 (s, 3
Ho, CH3COa), 2.06 (s, 3 HB, CH3COB), 2.03 (s, 3 Ha et 3 HB, CH3COa et CH3COB),
2.01 (s, 3 Ho et 3 HB, CH3COa et CH3COP), 1.94 (s, 3 Ha,, CH3COay) et 1.92 (s, 3 Hp,
CH3COp).

RMN *3C (100 MHz, CDCl5)

5170.81, 170.72, 170.13, 169.41 (C=0), 96.08 (C-1Bp), 91.75 (C-1Ba.), 81.88 (C-1Aa),
81.70 (C-1AB), 75.53 (C-5Aa1), 75.44 (C-5AB), 74.25 (C-3Aa), 74.14 (C-3AP), 73.55 (C-
5Bp), 70.13 (C-3Bp), 68.61 (C-5Ba), 68.42 (C-4An), 68.25 (C-4Ap), 67.92 (C-3Bay),
66.20 (C-2Bp), 63.48 (C-6Ba. et C-6Bp), 63.18 (C-2Ba), 62.50 (C-6Aa. et C-6Ap), 52.04
(C-2A0. et C-2Ap), 46.25 (C-4Bay), 46.11 (C-4Bp), 22.93, 21.07, 20.86, 20.74 et 20.62
(CH5CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour Co4H3aN4014S [M + N&]Jr : 657.1690
- Trouvée : 657.1714
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3,6-Di-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-glucopyranosyl)-2-

azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-a, f-D-glucopyranosyl trichloroacétimidate

OAC OAc
] %
AcO (@) CCl
AcO SACO \n/ 3
N3
NH

HNAc

149

A une solution d’hémiacetal 148 (8.74 g, 13.75 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (130 mL)
sont ajoutés du trichloroacétonitrile (27.5 mL, 275 mmol) et du DBU (532 pL, 3.57 mmol).
Le mélange reactionnel est agité pendant 45 min sous Ar et a température ambiante. Le
solvant est éliminé et le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (silice
préalablement neutralisée par des lavages avec une solution de NEtz, 5% dans de I’ AcOEt)
(1:0 & 95:5 CHCI3-MeOH) pour donner I’imidate 149 (10.18 g, 95%) sous forme d’huile.
Le spectre de RMN du proton dans CDCl; montre un rapport o.:3 de 85:15.

Rf = 0.60 (CHCI;-MeOH 95:5)

RMN 'H (CDCls)

58.81 (s, 1 Ho,, NHCClsa), 8.73 (s, 1 HB, NHCCIsp), 6.52 (d, 1 Ho,, J1» 3.4 Hz, H-1Ba),
5.78 (d, 1 Ho, Jnn2 9.9 Hz, NHa), 5.70 (d, 1 HP, Jun2 10.2 Hz, NHP), 5.66 (d, 1 HB, J12
8.5 Hz, H-1BB), 5.52 (t, 1 Hat, J23+ 34 21.1 Hz, H-3Ba), 5.11-5.00 (M, 2 Hao et 2 HP, H-
3Aa, H-3AB, H-3Bp et H-4Aa), 4.95 (t, 1 HPB, Ja4+ 45 19.4 Hz, H-4Ap), 4.78-4.68 (m, 1
Ho et 1 HPB, H-1AP et H-1Aa), 4.66-4.55 (m, 1 Ha et 1 HB, H-6B’a et H-6B°p), 4.50-4.38
(m, 2 Ho et 1 HB, H-5Ba, H-6Bo. et H-6BP), 4.28-4.17 (m, 1 Ho et 2 HB, H-2Aa, H-2Ap
et H-6AB), 4.09 (dd, 1 Ha, Jse 12.4 Hz, Js6 2.8 Hz, H-6Aa), 4.06-3.98 (M, 1 Ha et 1 HP,
H-6"Aa et H-5Bp), 3.94 (dd, 1 Hp, Js s 12.0 Hz, Js 8.4 Hz, H-6A’p), 3.88-3.78 (M, 1 Ha.
et 1 HB, H-2Ba. et H-2BB), 3.74 (M, 1 HP, H-5AB), 3.54 (m, 1 Ha, H-5Aa), 3.01 (t, 1 Ha,
J 11.0 Hz, H-4Ba), 2.93 (t, 1 HP, J 11.0 Hz, H-4Bp), 2.20 (s, 3 HB, CH3COB), 2.19 (s, 3
Ho,, CH3COa), 2.14 (s, 3 HB, CH3COP), 2.06 (s, 3 Ha, CH3COay), 2.05-2.03 (M, 6 Ho. et 6
HB, 2 x CH3COo. et 2 x CH3COP), 2.02 (s, 3 Ha et 3HB, CH3COa et CH3COB), 1.95 (s, 3
Ho,, CH3COa) et 1.93 (s, 3 HB, CH3COB).
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Propyl 4-O-[6-O-acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--D-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio- -D-glucopyranosyl]-6-O-
acétyl-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy--D-glucopyranoside

OAGC OAC OAc
o % %O 3
AcO O
AcO Bno BnoO N \1/\3
3

HNCbz N,

155

A une solution de 159 (450mg, 0.363 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (7.5 mL) contenant
du tamis moléculaire 4A (100 mg), est ajouté, & — 45°C, de I’alcool propylique (54 pL,
0.727 mmol) et une solution de BF3.Et,0 dans le CH,Cl, (C = 0.2367 M, 460 pL, 0.1089
mmol). Le mélange réactionnel est agité sous Ar et réchauffé de — 45°C a — 20°C en 1 h.
De la triéthylamine (25 pL) est alors ajoutée et le milieu est agité a température ambiante
pendant 20 minutes. Le tamis est filtré et le filtrat est dilué avec du CH,Cl, (20 mL) et lavé
avec une solution saturée de NaCl (20 mL). Les phases aqueuses sont réextraites au
CH,CI, (2 x 20 mL) et les phases organiques réunies sont sechées et concentrées pour
donner un résidu qui est purifié par chromatographie sur gel de silice (1:0 a 1:2,
CH/ACOEt) pour donner le composé 155 (280 mg, 68%) et le composé 158 (119 mg, 0.109
mmol, 30%).

Rf = 0.62 (CH-ACOEt 1:1)
[@]5 —27° (c 0.99, CHCI3)

RMN 'H (CDCls)

57.47 (m, 15 H, H-aro), 5.30 (m, 1 H, H-3A), 5.06-4.82 (m, 8 H, 5 x CHPh, H-4A, H-1A
et NH), 4.77 (d, 1 H, J 11.4 Hz, CHPh), 4.55 (dd, 1 H, Js¢ 11.9 Hz, Js¢ 1.8 Hz, H-6C),
4.44 (d, 1 H, Js ¢ 11.9 Hz, H-6B), 4.37-4.29 (m, 3 H, H-1B, H-6"B et H-6’C), 4.28 (d, 1 H,
J15 7.5 Hz, H-1C), 4.15 (m, 1 H, H-6"A), 4.01 (m, 1 H, H-6A), 3.91-3.80 (m, 2 H, H-4C et
H-1a), 3.65-3.55 (m, 2 H, H-5A et H-5C), 3.54-3.34 (m, 6 H, H-2A, H-1’b, H-5B, H-3C,
H-2C et H-2B), 3.26 (t, 1 H, J23+34 19.9 Hz, H-3B), 2.85 (t, 1 H, J 10.8 Hz, H-4B), 2.14
(s, 3 H, CH3CO), 2.02 (s, 3 H, CH3CO), 2.01 (s, 3 H, CH3CO), 1.96 (s, 3 H, CH3CO), 1.90
(s, 3 H, CH3CO), 1.68 (m, 1 H, H-2"a), 1.67 (m, 1 H, H-2’b) et 0.97 (t, 3 H, J 7.2 Hz, 3 x
H-3).
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RMN *3C (100 MHz, CDCls)

5170.63, 170.55, 170.51, 170.29 et 169.43 (COCHj), 155.46 (NHCOCHS3), 138.30, 137.6
et 136.10 (C-ipso), 128.51, 128.44, 128.26, 128.16, 128.08, 127.85, 127.70 et 127.64 (C-
aro), 101.99 (C-1C), 100.92 (C-1B), 82.58 (C-1A), 80.33 (C-3C), 79.92 (C-3B), 77.28 (C-
4C), 75.70 (C-5A), 75.57 (CH,Ph), 74.51 (CH,Ph), 74.48 (C-5B), 72.90 (C-5C), 72.48 (C-
3A), 72.05 (C-1), 68.28 (C-4A), 68.07 (C-2C ou C-2B), 66.95 (CH.Ph), 66.02 (C-2B ou
C-2C), 63.69 (C-6B), 62.65 (C-6C), 61.99 (C-6A), 55.85 (C-2A), 46.32 (C-4B), 22.79 (C-
27), 20.90, 20.79, 20.66, 20.58, 20.44 (CH3CO) et 10.42 (C-3°).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CssHgsN7O19S [M + Na]* :  1158.3954
- Trouvée : 1158.3948

Propyl 4-O-/3,6-di-O-acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-gluco-
pyranosyl)-2-azido-2-désoxy-4-thio-B-D-glucopyranosyl]-3,6-di-O-
acétyl-2-azido-2-désoxy-f-D-glucopyranoside

OAc OAc OAc
AcO o)
AcO %Aco ACO N \1/\3
3

HNAC Ny

156

A une solution du thiotrisaccharide 155 (211 mg, 0.185 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (3
mL) est ajouté du FeCls (361 mg, 2.228 mmol, 12 éq.) et le mélange réactionnel est agité
pendant 1.5 h sous Ar a température ambiante. Le solvant est éliminé sous pression réduite
et le résidu est dissous dans la pyridine (4.8 mL) puis de I’Ac,0 (700 ul) est ajouté a la
solution. Le mélange est agité a température ambiante pendant 3 h. La réaction n’étant pas
totalement terminee, 400 pl d’Ac,0 et 1 mL de pyridine sont a nouveau ajoutés au milieu
qui est agité pendant 17 h. Les solvants sont éliminés sous pression réduite et le résidu est
dissous dans de I’AcOEt (20 mL). La phase organique est lavée successivement avec une
solution de HCI, 1 N (20 mL), une solution saturée de NaHCO3; (20 mL) et une solution
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saturée de NaCl (20 mL). Les phases aqueuses sont reextraites avec de I’AcOEt et les
phases organiques réunies sont séchées et concentrées. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (98:2 CHCIl3-MeOH) pour donner le composé 156 ainsi
que des sous produits plus polaires résultant sGrement d’une acétylation partielle. Ces sous
produits ont été soumis a une acétylation dans les mémes conditions que précédemment,
suivi d’une extraction comme décrit précédemment. Une derniére purification par
chromatographie sur gel de silice (98:2 CHCI3;-MeOH) ainsi qu’une chromatographie
d’exclusion stérique (LH20 1:1 CHCI3-MeOH) ont permis d’obtenir le composé 156 (36
mg, 21%).

Rf = 0.59 (CHCl3-MeOH 95:5)
[2]Z —54° (c 1.0, CHCIy)

RMN 'H (CDCls)

55.73 (d, 1 H, Jun2 9.8 Hz, NH-A), 5.10-4.97, (3 H, H-3A, H-3C et H-4A), 4.93 (dd, 1 H,
Jo3 9.7 Hz, J34 11.0 Hz, H-3B), 4.74 (d, 1 H, J1» 10.6 Hz, H-1A), 451 (m, 2 H, H-6C et
H-6’B), 4.43 (dd, 1 H, Jse 12.2 Hz, Js6 1.7 Hz, H-6B), 4.37 (d, 1 H, J1» 8.1 Hz, H-1C),
4.31-4.14 (m, 4 H, H-1B, H-6A, H-6’C et H-2A), 4.07 (dd, 1 H, Js¢ 12.5 Hz, Js¢ 5.0 Hz,
H-6'A), 3.92-3.79 (m, 2 H, H-1"a et H-5B), 3.77-3.63 (m, 3 H, H-5A, H-5C et H-4C), 3.52
(td, 1 H, Jip2a = Juban 6.7 Hz, Jyarp 9.5 Hz, H-1°b), 3.44 (dd, 1 H, J,1 8.1 Hz, H-2B),
3.39 (dd, 1 H, J23 10.2 Hz, H-2C), 2.77 (t, 1 H, J 11.0 Hz, H-4B), 2.14 (s, 3 H, CH3CO),
2.12 (s, 6 H, 2 x CH3CO), 2.06 (2 s, 6 H, 2 x CH3CO), 2.03 (s, 3 H, CH3CO), 2.01 (s, 3 H,
CH3CO), 1.91 (s, 3 H, CH3CO), 1.67 (m, 2 H, H-2"a et H-2’b) et 0.96 (t, 3 H, J3 2 + 32~
14.8 Hz, 3 x H-3").

RMN 3C (100 MHz, CDCls)

5171.06, 170.84, 170.59, 170.34, 170.21, 169.98, 169.73, 169.21 (COCHs), 101.90 (C-
1C), 100.58 (C-1B), 81.79 (C-1A), 76.07 (C-4C ou C-5C), 75.51 (C-5A), 74.13 (C-4A ou
C-3A), 73.60 (C-5B), 72.84 (C-5C ou C-4C), 72.28 (C-1’), 71.25 (C-3C), 70.03 (C-3B),
68.12 (C-3A ou C-4A), 65.11 (C-2B), 64.04 (C-2C), 63.61 (C-6B), 62.37 (C-6A ou C-6C),
62.17 (C-6C ou C-6A), 51.94 (C-2A), 45.87 (C-4B), 22.98 (NHCOCH;), 22.74 (C-27),
20.95, 20.86, 20.64, 20.59 (CH3CO) et 10.38 (C-3°).

PAGE 181



tel-00662408, version 1 - 24 Jan 2012

Partie expérimentale

4-0-[6-O-Acétyl-4-S-(3,4, 6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--D-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio- f-D-glucopyranosyl]-1,6-di-O-
acétyl-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy- o, -D-glucopyranose

OAc OAcC OAcC
AcO OAc
AcO %no %nO N3

HNCbz N,

157

Le composé 1158 (1.425 g, 1.378 mmol) est dissous dans un mélange Ac,O/TFA (14.25
mL/1.6 mL) et la solution est agité a 40°C sous Ar pendant 4h. La solution est alors
concentrée et le résidu purifié par chromatographie sur gel d’alumine (1:1 et 1:2, CH-
AcOEt) pour donner le composé vitreux 157 (1.162 g) avec un rendement de 74%. Le

spectre de RMN du proton dans CDCIl3 montre un rapport o.:3 de 75:25.
Rf = 0.50 (CH-ACOEt 1:1)

RMN *H (CDCls)

57.42-7.20 (m, 15 Ha et 15 HP, H-aro), 6.20 (d, 1 Ha, J12 2.9 Hz, H-1Cay), 5.43 (d, 1 HB,
Ji2 7.3 Hz, H-1CB), 5.29 (m, 1 Ha et 1 HB, H-3Aa et H-3AB), 5.11 (d, 1 Ho et 1 HP, J
11.3 Hz, CHPha et CHPhp), 5.06-4.81 (m, 7 Ho. et 7 HB, H-4Aa, H-4AB, 4 x CHPha, 4 x
CHPhB, NH-Aa, NH-AB, H-1Ao et H-1Ap), 4.78-4.70 (m, 1 Ho et 1 HB, CHPha et
CHPhB), 4.54-4.28 (m, 5 Ha. et 5 HB, H-6Ca, H-6CB, H-6"Ca., H-6’CpB, H-6Ba., H-6Bp,
H-6'Ba, H-6’BB, H-1Bo et H-1Bp), 4.21-3.95 (m, 3 Ha et 2 HB, H-6Aa, H-6AB, H-
6’Aa, H-6’Ap et H-5Cay), 3.94-3.84 (m, 2 Ha et 2 HP, H-3Ca, H-3CB, H-4Ca. et H-4CP),
3.74 (m, 1 HB, H-5CB), 3.62 (m, 1 Ha et 1 HP, H-5A0 et H-5AB), 3.58-3.46 (m, 3 Ha et 3
HB, H-2Aa, H-2Ap, H-2Ca, H-2CB, H-5Ba. et H-5BB), 3.43 (t, 1 Hat, J12+23 17.7 Hz, H-
2Bay), 3.41 (t, 1 HP, J12+23 17.6 Hz, H-2BB), 3.32 (t, 1 Hat, J23+34 19.2 Hz, H-3Ba), 3.27
(t, 1 HPB, J 9.7 Hz, H-3BB), 2.89 (t, 1 Hat, Ja4+ 45 21.6 Hz, H-4Ba), 2.86 (t, 1 HB, Ja4+ 45
21.8 Hz, H-4Bp), 2.18 (se, 3 Ha, CH3COw), 2.13 (se, 3 Ha, CH3COw), 2.01 (se, 6 HB, 2 x
CH3COB), 1.95 (se, 3 HB, CH3COB), 1.91 (se, 3 Ha, CH3COa), 1.89 (se, 3 Ha et 3 Hp,
CH3COo. et CH3COB).

RMN 3C (100 MHz, CDCls)
5170.57, 170.34, 169.43, 168.78 (COCH3), 155.47 (NHCOCHS,), 138.06, 137.40, 136.07
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(C-ips0), 128.52, 128.45, 128.30, 128.14, 128.04, 127.90, 127.78, 127.54 (C-aro), 101.23
(C-1Bay), 100.89 (C-1Bp), 92.50 (C-1CB), 90.07 (C-1Car), 82.76 (C-1Aa et C-1Ap), 79.98
(C-3Bo. et C-3Bp), 78.16 (C-3Ca et C-3CP), 77.25 (C-4Ca. et C-4CB), 75.68 (C-5Aa. et C-
5AB), 75.59, 75.07 (2 x CHPha et 2 x CH,Php), 74.55 (C-5Ba. et C-5Bp), 73.87 (C-
5CB), 72.53 (C-3Aa et C-3Ap), 71.06 (C-5Ca), 68.22 (C-2Ba. et C-2BB), 68.04 (C-4Aa et
C-4AP), 66.97 (CH,Pha. et CH,PhP), 64.63 (C-2Cp), 63.64 (C-6Ba. et C-6B), 62.16 (C-
2Ca), 62.09 (C-6Co. et C-6CB), 61.90 (C-6Aa. et C-6AB), 55.82 (C-2Aa. et C-2Ap), 46.45
(C-4Bo. et C-4B), 20.95, 20.88, 20.75, 20.65, 20.59, 20.54 (CH;CO).

Masse Haute Résolution (E.S.) :
- Calculée pour CsoHg1N7020S [M + N&]Jr : 1158.3590
- Trouvée : 1158.3573

4-0-[6-O-Acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy--p-
glucopyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio- f-D-glucopyranosyl]-6-O-
acétyl-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy- o, f-D-glucopyranose

OAc OAc OAc
o} % %OH
AcO 0
AcO Bno BnO N
3

HNCbz Ny

158

A une solution de 157 (1.115 g, 0.98 mmol) dans du DMF anhydre (6 mL) est ajouté de
I’acétate d’hydrazine (140 mg, 1.50 mmol). Le mélange est agité sous Ar a température
ambiante pendant 2 h. Le DMF est évaporé et le residu est dissous dans de I’AcOEt (50
mL) et lavé successivement avec de I’eau (50 mL) et une solution saturée de NaCl (50
mL). Les phases aqueuses sont réextraites par de I’AcOEt (2 x 50 mL) et les phases
organiques réunies sont séchées et concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (1:0 a 1:2, CH-AcOEt) pour donner le composé 158 (819 mg, 76%) pur.
Le spectre de RMN du proton dans CDCl; montre un rapport o3 de 1:1.

Rf = 0.33 (CH-ACOEt 1:1)
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RMN 'H (CDCls)

57.42-7.20 (m, 15 Ha. et 15 HP, H-aro), 5.34-5.24 (m, 2 Ho. ou 2 HP et 1 HP ou 1 Ha, H-
1Ca ou H-1CB, H-3Aa et H-3AB), 5.09 (d, 1 HB, J 11.2 Hz, CHPhp), 5.06-4.80 (m, 7 Ho.
et 6 HB, 5 x CHPha, 4 x CHPhP, H-4Aa, H-4AB, H-1Ac et H-1AB), 4.76 (d, 1 HP, J 11.1
Hz, CHPhp), 4.73 (d, 1 Ha, J 11.2 Hz, CHPha), 4.64-4.52 (m, 2 Hou ou 2 HP et 1 HP ou 1
Ho, H-1CB ou H-1Co., H-6Ca. et H-6CP), 4.48-4.26 (m, 4 Ho. et 4 HP, H-6Ba, H-6Bp, H-
1Ba, H-1BB, H-6"Ca., H-6’Cp, H-6"Ba. et H-6"Bp), 4.22 (m, 1 Ho. ou 1 HB, H-5Co. ou H-
5CB), 4.15 (m, 1 Ho et 1 HP, H-6’Aa. et H-6"ApB), 4.06-3.96 (M, 2 HP ou 2 Ho. et 1Ho. ou
1 HP, H-6Aa, H-6AB et H-3CP ou H-3Ca), 3.90-3.80 (m, 1 Ho et 1 HB, H-4Co. et H-
4CP), 3.66-3.58 (M, 2 Ho ou 2 HP et 1 HB ou 1 Ho, H-5A0, H-5AB et H-5Ca ou H-5CP),
3.57-3.24 (m, 6 Ho. ou 6 HB et 5 HP ou 5 Ha, H-5Ba, H-5Bp, H-2Aa, H-2AB, H-3Ca ou
H-3CB, H-2Ca, H-2CB, H-2Ba, H-2Bp, H-3Ba et H-3Bp), 2.93-2.83 (m, 1 Ha et 1 HB,
H-4Ba. et H-4Bp), 2.14 (s, 3 Ha, CH3COw), 2.13 (s, 3 HB, CH3COB), 2.01 (s, 3 Ha et 3
HPB, CHsCOa. et CH3COP), 2.00 (s, 3 Ho et 3 HPB, CH3COo et CH3COB), 1.94 (s, 3 HP,
CH3COp), 1.92 (s, 3 Ha, CH3COa) et 1.89 (s, 3 Hot et 3 HB, CH3COo. et CH3COB).

RMN *3C (100 MHz, CDCl5)

5170.58, 170.35, 169.44 (COCHs), 155.49 (NHCOCHs3), 137.47 (C-ipso), 128.51, 128.45,
128.29, 128.10, 127.88, 127.66 (C-aro), 101.13 (C-1Ba et C-1B), 95.96 (C-1Ca. ou C-
1CB), 91.79 (C-1Ca ou C-1CB), 82.73 (C-1Aa et C-1AB), 80.37 (C-3Ba. ou C-3Bp),
79.91 (C-3Ba ou C-3Bp), 77.79 (C-4Ca ou C-4Cp), 77.42 (C-3Ca. ou C-3CB), 77.34 (C-
4Ca. ou C-4CP), 75.69 (C-5Aa et C-5Ap), 75.59 (CHzPha et CHyPhp), 74.84 (CH2Pha et
CH,Php), 74.47 (C-5Ba., C-5Bp et C-3Ca ou C-3C), 73.19 (C-5Ca. ou C-5CB), 72.54 (C-
3Aa et C-3AP), 69.03 (C-5Ca ou C-5CB), 68.26 (C-4Aa. et C-4Ap), 68.07 (C-2Ba. et C-
2Bp), 66.99 (C-2CP ou C-2Ca, CH,Pho. et CH,Php), 63.66 (C-6Ba et C-6Bp), 63.46 (C-
2Ca. ou C-2CB), 62.47 (C-6Ca. et C-6CP), 61.96 (C-6Aa. et C-6AB), 55.82 (C-2Aa. et C-
2AB), 46.46 (C-4Ba et C-4Bp), 20.95, 20.76, 20.66, 20.58, 20.45 (CH3CO).
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4-0-[6-O-Acétyl-4-S-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-f-p-gluco-
pyranosyl)-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-4-thio-f-D-glucopyranosyl[-6-O-
acétyl-2-azido-3-O-benzyl-2-désoxy-a, f-D-glucopyranosyl trichloroacétimidate

OAc OAc OAc
AcO O O |
AcO %Bno BnO N \n/ ccl,
HNCbz Ny 3

NH

159

A une solution de 158 (470 mg, 0.43 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (8 mL) est ajouté du
trichloroacétonitrile (862 uL, 8.59 mmol) et du DBU (16 pL, 0.11 mmol). Le milieu est
agité sous Ar a température ambiante pendant 1 h, puis le solvant est évaporé. L’imidate
159 (450 mg, 84%) est obtenu apres une purification par chromatographie sur gel de silice
(silice préalablement neutralisée par des lavages avec une solution de NEt; dans de
I’AcOEt, 5%) (2:1 a 1:2, CH-AcOEt). Le spectre de RMN du proton dans CDCl; montre
un rapport a.:3 de 90:10.

Rf = 0.52 (CH-ACOEt 1:1)

RMN 'H (CDCls)

58.75 (s, 1 Ha, NHCClsa), 8.74 (s, 1 HB, NHCCI3p), 7.46-7.20 (m, 15 Ha et 15 Hp, H-
aro), 6.36 (d, 1 Ha, J1» 3.5 Hz, H-1Ca), 5.62 (d, 1 HP, J12 8.5 Hz, H-1CB), 5.28 (m, 1 Ha,
H-3Aa), 5.14 (d, 1 Ha,, J 10.8 Hz, CHPha), 5.08-4.79 (m, 7 Ha et 9 HP, H-4Aa, H-4Ap,
NH-Aa, NH-AB, 4 x CHPha,, 5 x CHPhB, H-3AB, H-1Aa et H-1Ap), 4.75 (d, 1 Ha et 1
HB, J 11.5 Hz, CHPha et CHPhp), 4.51 (dd, 1 Ha et 1 HB, Jse 12.0 Hz, Jsg 2.0 Hz, H-
6Ca et H-6Cp), 4.46-4.29 (m, 4 Ho. et 4 HP, H-6"Ca, H-6’CB, H-6Ba, H-6Bp, H-6'Ba,
H-6'BB, H-1Ba et H-1Bp), 4.20-4.10 (m, 2 Ha et 1 HB, H-6’Ac, H-6’AB et H-5Ca),
4.07-3.92 (m, 3 Ha et 3 HPB, H-6Aa, H-6AP, H-3Ca, H-3CPB, H-4Ca et H-4C-p), 3.78 (m,
1 HP, H-5CP), 3.67-3.58 (M, 2 Ha et 2 HP, H-2Ca., H-2CP, H-5Aa. et H-5AP), 3.57-3.40
(m, 3 Ho et 3 HB, H-2Aa, H-2AB, H-5Ba, H-5BpB, H-2Ba. et H-2Bf), 3.30 (t, 1 Ho et 1
HB, J23 + 34 19.7 Hz, H-3Ba. et H-3Bp), 2.88 (t, 1 Ho et 1 HP, J 11.0 Hz, H-4Ba. et H-
4BP), 2.14 (s, 3 Ha et 3 HP, CH3COo et CH3COP), 2.02 (s, 6 Ho et 6 HB, 6 x CH3COa et
6 x CH3COB), 1.92 (s, 3 Ho et 3 HB, CH3COa. et CH3COB) et 1.88 (s, 3 Ha et 3 Hp,
CH3COo. et CH3COB).
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Propyl 2-acétamido-4-O-[2-acétamido-3,6-di-O-
acétyl-4-S-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy--D-
glucopyranosyl)-2-désoxy-4-thio--D-glucopyranosyl]-3,6-di-O-acétyl-2-désoxy--D-

glucopyranoside

OA
O

OAC OAc C
AcO o] ~
Ac!
AcO O HNAC

o
S
A
HNAC HNAc 1 3

160

A une solution de 156 (36 mg, 0.038 mmol) dans du THF anhydre (3.5 mL) est ajouté du
zinc (660 mg, 10.07 mmol) et de I’AcOH (286 uL, 5.00 mmol). Le mélange réactionnel est
agité sous Ar pendant 4 h. De I’Ac,0 (2 mL) est alors ajouté et la réaction est poursuivie
pendant 15h. La solution est filtrée sur Celite® et la Celite® lavée & I’ AcOEt. Les solvants
sont concentrés et le résidu est dissous dans de I’AcOEt (10 mL) puis lavé avec de I’eau
(10 mL). Les phases aqueuses sont réextraites avec de I’AcOEt (5 x 10 mL) et les phases
organiques réunies sont séchées et concentrées. Le résidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice (98:2 & 95:5, CHCI3-MeOH) pour donner le composeé 160 (3.5 mg, 9.4%)

Rf = 0.52 (CHCl3-MeOH 9:1)

RMN *H (CDCls)

55.97 (m, 1 H, NH-B), 5.72 (d, 1 H, Jun » 10.2 Hz, NH-A), 5.64 (d, 1 H, Jun2 9.1 Hz,
NH-C), 5.44 (t, 1 H, Jz3 + 34 20.6 Hz, H-3B), 5.23 (m, 1 H, H-3C), 5.13-5.03 (m, 2 H, H-
3A et H-4A), 4.80-4.68 (m, 2 H, H-1B et H-1A), 4.58-4.49 (m, 2 H, H-6B et H-1C), 4.48-
4.40 (m, 2 H, H-6’B et H-6C), 4.32-4.08 (m, 4 H, H-2A, H-6’A, H-6A et H-6’C), 3.93-
3.65 (M, 6 H, H-5A, H-5B, H-2C, H-4C, H-5C et H-1"a), 3.57 (m, 1 H, H-2B), 3.46-3.36
(M, 1 H, H-1"b), 2.81 (t, 1 H, J34 4+ 45 21.4 Hz, H-4B), 2.13 (s, 6 H, 2 x CH3CO), 2.09 (s, 3
H, CH3CO), 2.04 (s, 3 H, CH3CO), 2.03 (s, 3 H, CH3CO), 2.02 (s, 3 H, CH3CO), 1.97 (s, 3
H, CH5CO), 1.96 (s, 3 H, CH3CO), 1.91 (s, 3 H, CHsCO), 1.59 (m, 2 H, H-2’a et H-2’b) et
0.90 (t, 3 H, J3 2 + 32~ 14.8 Hz, 3 x H-3).

Masse Haute Résolution (E.S.) :

- Calculée pour C41Hg1N302,S [M + N&]Jr :1002.3365
- Trouvée: 1002.3360
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