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RESUME

La tuberculose reste aujourd’hui un probléme majeusanté dans le monde. L'efficacité
protectrice du vaccin BCG, le seul actuellememnpaiigble, est remise en question.

Dans le cadre d’'un programme européen de dévelappettun nouveau vaccin contre
la tuberculose, les sulfoglycolipides diacylés 4B€GL), spécifiques deMycobacterium
tuberculosis ont été décrits comme des antigénes présentéa paotéine CD1b et activant
des clones de lymphocytes T CD® vitro. Il a également été montié vivo que ces
glycolipides, dont la structure est représentédesisous, sont immunogenes. Ills semblent donc
étre de bons candidats pour tester leur actividéeptrice sur des modeles animaux.

Ces sulfoglycolipides sont présents en

ne SGL H'j)% faible quantité dans la membrane d¢d.
’ " o0 tuberculosis seuls des composés synthétiques
o T on Pourraient permettre la poursuite des études

e~~~ o o+ immunologiques.

WVWWNWO L'acide hydroxyphtiocéranoique est un

OH o acide gras dextrogyre, ramifié par plusieurs
acide hydroxyphtiocéranoique groupements méthyles et un hydroxyle. Etant
n =7 majoritaire donnée sa complexité, il est difficile de le

synthétiser a l'identique. L'objectif de cette
these est de préparer des analogues de ¢&GAcdans lesquels cet acide gras est remplacé
par d’autres de structure plus simple et qui antdies mémes activités biologiques que le
composeé naturel. Pour cela, une famille de molécallété synthétisée dont toutes ont la méme
téte polaire que le composé naturel et différentgatructure de leur partie lipidique.

Une voie de synthese générale de ces sulfoglydelp{SGL) a été mise au point. Puis,
aprés avoir montré le role essentiel de l'acides gramplexe dans la reconnaissance de
'antigene par les cellules immunitaires, difféeacides gras chiraux ont été synthétisés par
alkylation stéréospécifique d’énolates. Ainsi, wirggtaine de composés ont été obtenus.

L’activité antigénique de ces analogues a été éedlu vitro. D’'une part, cette étude
nous a permis de montrer que les structures des deaines lipidiques contrblaient la
reconnaissance des complexes CD1b:SGL par le sdgees cellules T. En effet, la longueur
de la chaine située en position 2 est importam& giue le nombre de substituants méthyles et
la configuration absolue des carbones asymétridadsacide gras estérifiant la position 3 du
tréhalose. De plus, les sulfoglycolipides acylégpesition 3 par des acides gras polyméthylés
a,B insaturés se sont montrés plus actifs que lew®gnes saturés.

D’autre part, certains analogues ont montré unavitctcomparable a celle du
sulfoglycolipide diacylé naturel et sont accessbé: quantité suffisante pour évaluer leur
pouvoir protecteur chez le cochon d’Inde.
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INTRODUCTION

|. La tuberculose

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse tdbagent eétiologique est
Mycobacterium tuberculosi$/algré I'existence d’'un vaccin et d’antibiotiquetie est une des
principales causes de mortalité due a un agenttiatex unique et tue, d’aprés I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), prés de deux millioapersonnes chaque année.

1. Bref historique de la tuberculose

La tuberculose est la plus vieille de toutes letadias identifiables dans I'Histoire, elle a
touché 'Humanité depuis la préhistoire, comme t’'orontré des études archéologiques dans

diverses parties du monde.

Au 19°™ siécle, on assiste a dimportantes épidémies dertulose causant de
nombreux déces en Europe et en Ameérique du Nordsurpopulation des villes et les
mauvaises conditions d’hygiene favoriserent saggapon. A cette époque, et jusqu’en 1940,
la cure «hygiéno-diététique » et le repos dansétablissements spécialisés (sanatoriums)
étaient la seule chance de guérison pour les tuleerc

En 1882, Robert Koch isole le bacille responsaldelad tuberculoseMycobacterium
tuberculosis que I'on appelle également bacille de Koch. Celéeouverte révolutionna

I'histoire de la tuberculose et valu a Koch le pxigbel de médecine en 1905.

Dans un premier temps, I'amélioration des condgide vie et d’hygiene ont ralenti la
propagation de la maladie. Puis, de nouvelles ajyeothérapeutiques ont été développées. En
1921, Calmette et Guérin mirent au point un vacquois a partir de 1944, plusieurs

antibiotiques furent découverts, notamment les antifuberculeux de premiere ligne encore
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utilisés aujourd’hui : Isoniazide, Ethambutol, Pymamide, Rifampicine et Streptomycine.
Ces avancées ont permis de faire reculer la malad&és malheureusement, depuis une

vingtaine d’années, on assiste a une recrudesdenieetuberculose.

2. Etat des lieux actuel de la tuberculose

La tuberculose est une maladie frequente et réganmiuticulierement dans les pays en
voie de développement (90 % des cas). La moitiéndeseaux cas se situent dans des pays
asiatiqgues : Bengladesh, Pakistan, Inde, Chinendbniésie ou lincidence a cependant
clairement diminué. Il existe en revanche une faetgudescence dans les pays de I'Europe de

I'Est et en Afrique (Figure 1).

Selon 'OMS, un tiers de la population mondialeagieactuellement infecté par la
tuberculose et on estime a pres de 8.8 millionsolmbre de nouveaux cas dans le monde en

2005, occasionnant 1.6 millions de détes.

Pour 100 000
personnes: -
Re

<24

25-49
50-99

100 et plus

Non estimé

ORO0O

Figure 1 : Estimation du nombre de cas de tuberculose l@gamsnde en 2005, source : OMS.
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Toutefois, les pays industrialisés ne sont pasgigar; des milliers de cas ont également
été recensés en Europe et en Amériqgue du Nordadit sessentiellement d’'une infection
touchant I'adulte jeune, et on constate que lesrhesnsont presque deux fois plus atteints que
les femmes.

En France, selon l'Institut de Veille Sanitaire, tidberculose a touché environ 5400
personnes en 2005, causant environ 900 dé&s.remarque que cette maladie touche

principalement les immigrés ainsi que les personneant dans des conditions précaires
(Figure 2).

80+

>
w

70 70
60 60
50 50

40

30 Nationalité étrangeére
20 Nationalité francaise

40
30

Taux pour 100 000
Taux pour 100 000

20

10 10

0
1972 1976 1980 1984 1988 1992 1996 2000 2004 1972 1976 1980 1984 1988 1992 1996 2000 2004

Années Années

Figure 2: Taux d’incidence de la tuberculose maladie pod® @00 personnes en France
métropolitaine pour la période 1972-2084.Totale.B. Selon la nationalit&.

Malgré le soutien des organisations internationdéesituation dans le monde s’aggrave
a cause de la pauvreté, de la promiscuité, maisi s I'insécurité et des combats, qui
poussent les gens a se déplacer, augmentant amgisgues de contamination. Mais la
propagation du VIH (Virus de l'immunodéficience haime) et I'apparition de souches
résistantes aux antibiotiques sont clairement ifiéatcomme étant les principaux facteurs

responsables de la recrudescence de la maladie.

En effet, le VIH a pour effet de diminuer les dé&fes immunitaires de la personne
infectée, c’est pour cette raison qu’'un séroposgijue, plus qu’'un autre, de développer une
tuberculose. En Afrique, I'épidémie de tuberculassociée a celle du SIDA a provoqué des
millions de déces ces dix dernieres années. Omeggue 13 % des adultes nouvellement
diagnostiqués tuberculeux sont également infecaédepVIH> Cette co-infection accélére la

propagation de la tuberculose, compromettant I'espéradication.

11
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De plus, des souches résistantes aux antibiotiseieteveloppent de fagon inquiétante.
Une tuberculose normale peut usuellement étreé&rah associant les cing antituberculeux de
premiere ligne. Mais si ces médicaments sont niigég ou mal administrés, des tuberculoses
multi-résistantes peuvent alors se développer. degsieres sont beaucoup plus longues a
traiter, nécessitant des médicaments de deuxiggne,lplus chers, et provoquant davantage
d’effets secondaires. L'incidence de telles tubleses est d’environ 10 % des nouveaux cas

(résistance pour un seul antibiotique) et de 1 éti(jplusieurs antibiotiques).

En mars 2006, I'apparition de souches extrémengsistantes aux antibiotiques a été
signalée dans le KwaZulu-Natal, en Afrique du S@es souches sont responsables de
tuberculoses ultra-résistantes qui, dans la majeamtée des cas, ne peuvent pas étre soignées.
Cette épidémie peut se propager rapidement dated pays ou la prévalence du SIDA est trés
élevée. Une dissémination de telles souches estiriuiétante et appelle une vigoureuse
réponse internationale pour implanter partout desures de dépistage et de soins ainsi que

des moyens de prévention.

Le programme DOTS (Directly Observed Treatment,rStaurse) mis en place en 1995
par 'OMS a permis de traiter 26 millions de patierCette stratégie de lutte contre la maladie
repose sur un renforcement du dépistage et suivedes traitements par surveillance directe
des malades. Elle a permis d’obtenir de bons wri#sufiarmi les cas dépistés. Mais, face a
limpact croissant du SIDA et a I'émergence de toblses multi-résistantes, ce seul

programme ne pouvait faire reculer I'épidémie aliéle mondiale.

Depuis 2006, le nouveau programme : « Halte adartiulose » est basé sur le succés du
DOTS en investissant davantage dans les domaiéss developpement de programmes pour
traiter les tuberculoses pharmaco-résistantes fonm@ment des capacités humaines et
financiéres dans les laboratoires de diagnostidcension de la lutte et de la surveillance ;
financement de la recherche pour trouver de noweaayens de diagnostic, vaccins et
médicament§.Les nouveaux objectifs sont de réduire, avant 2@lprévalence et la mortalité
de 50 % par rapport a 1990 et d’éliminer la tubles®i en tant que probléme de santé publique

(un cas par million d’habitants) avant 2050.

12
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[I. Nécessité d’'un nouveau vaccin contre la tuberculose

1. Le BCG : seul vaccin actuellement disponible

a. De la mise au point & nos jours

Le BCG (Bacille de Calmette et Guérin) est le sedicin actuellement disponible contre
la tuberculose. Il a été mis au point en 1921 daea Calmette et Camille Guérin a I'Institut

Pasteur de Lille.

Ces médecins ont montré qu’en cultivant le baaillelent de la tuberculose bovine
Mycobacterium bovissur des pommes de terre biliées glycérinées, @mgubks séries
successives (230 cultures sur 13 ans), ils obtenhaiee nouvelle souche de bacilles atténués,
appeléeM. bovisBCG, devenus avirulents pour le bceuf. Bien tolé¢rael’organisme bovin,
elle ne provoquait aucune lésion tuberculeuse redLprotégeait I’hbte contre l'infection par

la souche pathogémé. bovis’

C'est en 1921, qu’'a eu lieu la premiere vaccinatiomaine par le BCG : trois doses
administrées par voie orale a un nouveau-né. Russeprs autres administrations a des enfants
se sont avéerées concluantes. Cependant certaissspayontrent trés réeticents a I'utilisation

massive de ce vaccin.

En France, la vaccination de tous les enfants dmande six ans par le BCG était
obligatoire depuis 1950. A cause de la faible ienmk de la tuberculose dans notre pays,
I'obligation a été suspendue a partir de juilleD20Elle reste toutefois indiquée pour les
enfants présentant un risque d’exposition au leadlest-a-dire ceux étant nés ou ayant
séjourné dans des pays de forte endémie, ayardardésédents familiaux de tuberculose, ou

ceux vivant dans des conditions de logement déédoles.

Aujourd’hui, plus de 3 milliards de personnes dBtv&accinées, ce qui en fait le vaccin le

plus utilisé au monde. Malheureusement, son efficae révéle trés limitée chez I'adulte.

13
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b. Insuffisance du BCG

Le vaccin BCG est trés efficace pour prévenir lprde et les formes graves de la
tuberculose chez les jeunes enfafses de 90% d’efficacité contre la tuberculosaimgée),
mais il protege mal les adultes contre la formernmuaire de la maladie, particulierement dans

les régions tropicales et subtropicai®s?!

Des hypotheses sont émises pour expliquer lesfisantes du BCG et les inégalités

d’efficacité face aux différentes populations :
- la souche d'origine a dérivé, et ceci différemmeeion les pays producteurs du vacéin®

- des antigenes del. tuberculosisimpliqués dans la réponse de I'héte sont absestiad
souche BCG, comme par exemple la protéine ESATi6egufortement antigéniqdé.Les
lymphocytes T spécifiques de ces antigenes ne domt pas présents chez les personnes
vaccinées par BC&: 1°

- dans les reégions tropicales, les populations saxposees a des mycobactéries
environnementales non pathogénes ayant des argigememuns avedl. bovisBCG. Ces
sujets sont alors immunisés contre la souche valecirelle est éradiquée avant d’avoir permis

le développement d’une réponse protectrice coatretlerculosé’

Différents programmes de recherche visent actueltéra mettre au point un vaccin plus

efficace que le BCG.

2. Vers un nouveau vaccin...

Le BCG, dont I'efficacité est trés discutée, nenpefrpas d’enrayer I'épidémie mondiale.
La recherche d’'une nouvelle stratégie de vaccinadfficace contre la tuberculose pulmonaire
chez l'adulte est ainsi devenue une priorité iragamale. Depuis quelques années, en Europe
et aux Etats-Unis, plusieurs programmes ont poyectib d’identifier, de développer et
d’évaluer en test clinique des vaccins nouveauwarneéliorés contre la tuberculose. Pour étre
retenus, ces vaccins doivent montrer une proteeificace chez les adultes des pays de forte
endémie, ne doivent pas étre altérés par une iméumiéalable aux mycobactéries
environnementales et doivent étre efficaces ebstuimoffensifs sur les personnes infectées par
le VIH.
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Deux stratégies vaccinales sont envisageables ypoaiimmunisation plus efficace de
I'homme contre la tuberculo¥e

- Elaborer un vaccin rappel du BCG : tout en gardiestaivantages de la vaccination
par le BCG chez I'enfant, ce vaccin permettraitpdelonger I'immunité chez l'adulte en
amplifiant une réponse immunitaire protectrice (ifgg3A). Pour cela, on envisage plutdt un
vaccin sous-unitaire ou moléculaire (c’est-a-dit@n rvivant) composé d’antigénes dé.
tuberculosisabsents de la souche BCG.

- Remplacer le BCG par un autre vaccin efficace ppagtemps (Figure 3B). Une
étude tres récente montre que la souche vivdnteovisBCG générerait une réponse mémoire
plus importante que I'immunisation par ces mémeséoas morted’ Pour cette stratégie, les
vaccins développés sont donc des souches vivaryeshactériennes génétiguement modifiées

deM. bovisBCG ou atténuées d. tuberculosi<®

e
s / N
s ) I \ )
P Seuil de I \ Seuil de
: \ :
7 protection [ N protection

Immunité induite par BCG
\
Immunité induite par BCG

Figure 3: Courbe hypothétique représentant la protectiofitdenme par le vaccin BCG en
fonction de I'age (en vert). Les courbes en pdégilrouge montrent I'effet espéfé: d'un
rappel ouB : d'un nouveau vaccin. La ligne en noir montreséeiil arbitraire d'une protection
efficace contre la tuberculose. Un nouveau vacait dvoir une courbe qui reste plus
longtemps au-dessus de ce seuil et un vaccin rappelr but de restaurer I'immunfté.
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Plusieurs vaccins, appartenant a chacune de cescdétgories, sont en phase | de tests
cliniques sur ’lhomme (Tableau 1).

Nom Type de vaccin Phase | des tests clinigues
rBCG30 Vivant, BCG modifié Terminée en 2004, bielété par 'humain
rBCG AureCHly Vivant, BCG modifié Début prévu fin 2007
MVA-85A Virus de la vaccine modifi¢ En cours
H1/IC31 Sous-unitaire En cours
MTB72f/AS02A Sous-unitaire En cours
H1/LTK63 Sous-unitaire En cours
H4/1C31 Sous-unitaire Début prévu mi-2007

Tableau 1: Avancement des essais cliniques de la Phaserligoprincipaux candidats vaccins
contre la tuberculosg.

= Le plus avancé dans les tests cliniques est lanvaBE€G3Q C’est une souche de BCG qui
surexprime I'antigéne 85B (Ag85B). Cet antigéneplioqué dans la biosynthese de I'enveloppe
externe est un composé présent dans plusieursdeasdiaccin. Bien qu’il soit abondamment
sécrété par BCG, sa surexpression semble augmameotection chez le cochon d’Inde, ce
qui montre I'importance de cette protéfieBCG30 a été testé en Phase | sur 'lhomme et
semble bien supporté par I'organisme.

= Un autre vaccin BCG recombinant est entré en phaketest clinique fin 2007. rBCG
AureCHIy est une souche qui exprime la listeriolysine (Hpyptéine qui perfore la membrane
du phagosome. Pour une activité optimale de HlggleeureC qui code pour une uréase a été
interrompu pour éviter la neutralisation du phagos®® L’apoptose des macrophages infectés
semble étre le mécanisme responsable d’'une répomgkfiée des lymphocytes T CDH&l’ou

une meilleure efficacité de ce vacéin.
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= MVA-85A est un vaccin qui utilise comme vecteur le virgsla vaccine qui exprime
Ag85A, un autre membre de la famille des antiggmedecteurs Ag85. Les premiers tests
clinigues ont montré qu'il était non pathogéneientioléré, et qu’il induisait une forte réponse

immunitaire, notamment chez les individus ayanipéééalablement vaccinés par BEG.

= La protéine de fusion Ag85B-ESAT6 (Hést obtenue a partir des deux antigenes sécrétés
Ag85B et ESAT6 qui font individuellement I'objet deombreuses études confirmant leur
antigénicité chez 'homme. Ag85B-TB10.4 (H4st une autre protéine de fusion faisant
intervenir I'antigene TB10.4, qui a des propriéi@snunologiques similaires a ESAT6, mais
qui, contrairement a cette derniere, est exprintfiez 8CG. Dans I'élaboration des vaccins
sous-unitaires, le role des adjuvants est tres iitapb H1 est actuellement en cours de test
avec deux adjuvants différents 1G3{combinaison d’un peptide et d’un oligodeoxynutit®
immunostimulants, pour une administration par itijer) ou LTK63' (toxine mutée pour
perdre ses propriétés toxiques, pour une admitimtraasale), et les tests sur H4/IC31 ont
commencé en 2007.

= MTB72f est une protéine de fusion des deux antigenes MT&®3IMTB39 qui sont des

cibles importantes des lymphocytes T impliqués dan®ponse a médiation cellulaire chez
des patients infectés. Il est formulé avec I'adpivAS02A et les résultats des premiers tests
cliniques indiquent gu'il est bien toléré chez degets sains et induit a la fois une réponse

immunitaire a médiation cellulaire et humorale.

Plusieurs candidats vaccin ont montré des résudtatsurageants suite aux premiers tests
clinigues sur 'homme. Mais, les recherches comtmuafin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans la réponse immunitaidddentifier de nouveaux antigenes pour
ameliorer ces différents vaccins. Toutes ces foatianis mettent en jeu des antigenes
peptidigues. Cependant, il a été montré que dédeBppouvaient également étre impliqués

dans la réponse immunitaire contre la tuberculose.
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3. Premiéres immunisations de cochons d’Inde par degplides

Des molécules lipidiques et glycolipidiques de Veloppe deM. tuberculosispeuvent
également étre présentées aux lymphocytés *f.De tels composés sont présentés par les
protéines CD1 analogues aux protéines du CMH. @apHocytes spécifiques des lipides ont
aussi une activité bactéricide. Dascheal. ont, pour la premiére fois, immunisé des cochons
d’Inde par un extrait lipidique del. tuberculosis® Ces lipides ont été formulés en liposomes
avec l'adjuvant QS-21, saponine couramment utilidées les vaccins pour améliorer leur
efficacité>? Les cochons d’Inde ont recu trois fois cette préfan, puis ont été infectés per
tuberculosis Un mois aprés l'infection, I'étude des poumonsietla rate de ces animaux a
montré une réduction significative de la taille désions granulomateuses par rapport aux

animaux témoins (Figure 4).

A . B . -
Nombre de lésions Taille des Iésions (mm?)
25 7.5+
20 .
5.0 1 : Adjuvants seuls
15+ 2 : Lipides + adjuvants
3:BCG

10 25

5 -

0- 0-

1 2 3 1 2 3

Figure 4: Analyse des poumons de cochons d’Inde aprés insation par (1) I'adjuvant QS-
21 seul, (2) un extrait lipidique dd. tuberculosisen formulation avec QS-21 ou (3) le vaccin
BCG, puis infection paM. tuberculosisA. Nombre moyen de Iésions par poumon : il n'y a pas
de différences significatives entre les trois gesiB. Les Iésons sont plus petites chez les
cochons d’Inde ayant recu I'extrait lipidique ou 80l en découle que le pourcentage de tissus
infectés est plus faible pour ces deux dernierapgs.

Ces données montrent un réle des antigenes ligdiglans la réponse protectrice a
l'infection par M. tuberculosiscertainement par la génération de lymphocytessireints par
CD1. Ces lipides immunogénes, inclus dans la foatmart d’'un vaccin sous-unitaire, pourront

ainsi accroitre son effet protecteur.

Il est donc intéressant d’étudier ces protéines Gi que les antigenes qu’elles

présentent.
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[ll. Les protéines CD1 : molécules présentatrices d’amfgnes lipidiques

Parmi toutes les bactériedycobacterium tuberculosisagent responsable de la
tuberculose, est le pathogene le plus persista# BHomme. Mais, dans la majorité des cas,
le systeme immunitaire peut contrdler cette intecttet, malgré la survie du pathogene, la

maladie ne se développe pas.

1. Infection et réponse immunitaire

Mycobacterium tuberculosigpeut provoquer diverses formes de la maladie. La
tuberculose pulmonaire (phtisie) est de loin lasghéquente et la plus répandue, mais il existe
des atteintes osseuses (mal de Pott, tumeur blalicgenou...), rénales, intestinales, génitales,
méningées, cutanées (tuberculomes), etc. La tulbsewpulmonaire est également la plus
contagieuse, et se transmet par voie aériennepehsenne atteinte de tuberculose pulmonaire

non traitée peut infecter de 10 a 15 personnesamemme chaque année.

A l'occasion de toux ou d’éternuements, un maladetagieux répand dans l'air des
microgouttelettes contenant le bacille tuberculesuite a l'inhalation de ces aérosols par un
sujet sain, les bacilles vont se loger directendants les alvéoles pulmonaires ou ils sont
phagocytés par les macrophages alvéolaires, cellefeectrices importantes du systeme
immunitaire. C’est la primo-infection. Mais, coritement aux autres bactéried/.
tuberculosisinhibe le pouvoir microbicide des macrophagespelit alors survivre et se
multiplier dans ces cellules. Des granulomes, dést principalement de macrophages, de
cellules géantes multinucléées et de lymphocyteg Torment autour des cellules infectées, ce
qui permet de contenir et d'isoler les mycobacgriassurant ainsi un eéquilibre entre
linfection et son contrdle par le systtme immuni&’ Les bacilles peuvent survivre dans cet
environnement sans que I'héte n’ait jamais le ma@rsymptdome de la maladie. On parle alors
de tuberculose latenté Dans 5 & 10 % des cas, suite & une immunodéfiiées granulomes
ne peuvent plus contenir les bacilles qui se répaindans les bronches, c’est alors que la

maladie se déclare.
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La localisation intracellulaire du bacille le prgeede la détection par les anticorps. Par
conséquent, une réponse anti-mycobactérienne effida I’h6te repose sur la mise en place de
'immunité cellulaire dont les effecteurs sont ldgmphocytes T CDZ4 et CDS.
Conventionnellement, ces cellules sont stimuléesdpa antigénes peptidiques présentés par
les protéines du complexe majeur d’histocompatéitie classe | et Il (CMH-I et CMH-II

respectivement) & la surface des cellules présiemu’antigénés (Figure 5).

Peptides

0 ™,
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Macrophage infecté Cellule dendritique

non infectée

Figure 5: Trafic des antigénes et présentation aux diffisréymphocytes 7 Les protéines
CD1 présentent des antigénes lipidiques par deamgnes similaires a ceux des protéines du
CMH. La présentation croisée, assurée par desulési@apoptotiques, permet la présentation
des antigenes par des cellules non infectées.

Les lymphocytes T peuvent également étre stimubssdes lipides bactériens. Ces
antigénes lipidiques sont présentés par une tmesielasse de molécules présentatrices
d’antigenes : les protéines CD1 dont le réle estlacture sont trés proches de ceux des
molécules du CMH-I1 et -7 Ce sont des glycoprotéines membranaires exprimées
principalement dans les cellules dendritiqfiet qui sont absentes des macrophdy&iles

sont non ubiquitaires et non polymorphiques.
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Grace a la présentation croisée, des cellules mi@ctées peuvent également présenter
des antigenes lipidiques. Des vésicules apoptaiquatenant des lipides sont libérées des
cellules infectées afin de délivrer leur chargemamtigénique aux cellules environnantes et
notamment aux cellules dendritiqtfes” (Figure 5). Ce mécanisme semble jouer un role
important dans le cas d'une infection pgdr tuberculosis qui touche principalement les
macrophages.

Ces antigénes peuvent stimuler des lymphocytes 7' QDD8’, CD4/CD8 ou NKT*
Dans le cas de la tuberculose, la majorité des liyioytes T spécifiques des lipides circulant
dans le sang périphérique des patients sembleG&&.** De plus, des études récentes
indiquent que la plupart des cellules T CD&ctivées par des cellules infectées Mabovis
BCG, reconnaissent les antigénes lipidiques mydébiand* et participent & la réponse

protectrice*> 4°

Le trafic des protéines CD1 dans la cellule deimrit ainsi que le chargement des
antigenes seront détaillés dans un chapitre ultérie

2. Structure des protéines CD1

Les protéines CD1 sont présentes chez toutes peses mammiféres étudiées a ce jour
et certains oiseaux. Cing isoformes existent chdanhme, CD1la, CD1b, CD1lc, CD1d et
CDle, que l'on peut classer en trois groupes sddam structure et leur localisation
intracellulaire. Le groupe | comprend CD1la, CD1bGidlc qui sont présentes chez les
primates et le cochon d’Inde, le groupe Il est éspnté par CD1d, seule isoforme présente
chez les souris et les rdfsLa protéine CDle, constituant le groupefllest exprimée
exclusivement dans les compartiments intracelledaicontrairement a toutes les autres
isoformes qui transitent des endosomes a la sudade cellule. Elle ne présente donc pas les

antigénes mais elle joue un réle dans les mécasistapprétement des antigénes lipidigtfes.

Les protéines CD1 sont impliquées dans diverseadie : les lymphocytes T restreints
par la protéine CD1d sont impliguées dans les nedaduto-immunes, les phénoménes de
tolérance et dallergie ainsi que les infectionstédennes, parasitaires, virales ou fongigiles.
Ceux restreints par CD1a, CD1b et CD1c particimenfacon spécifique a I'immunité anti-

mycobactériennd® 42 5% 52
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Les protéines CD1 des deux premiers groupes sanottstalement proches des
molécules du CMH-I, ce sont des glycoprotéines sire@mbranaires d’environ 49 kDa,
composeées de trois domaines extracellulaimgsot etas) lies de facon non-covalente afa

microglobuline g,m).>3 (Figure 6)

Domaine a, Domaine a;

Domaine a3

Figure 6: Exemple d’une structure cristalline de protéif@lqQCD1b, en rouge) avec fBm
(en gris) en complexe avec un lipide (glucose moyemate, en jaunef. Le site de liaison &
l'antigéne est situé entre les domaing®tas,.

Les structures cristallines de trois protéines ©btlété réalisées (CDTat CD15* °° >’

humaines (h) et CD1d muritfe(m)) et montrent la présence de cavités apolaleess les
domainesa; et a, (Figure 6), ce qui est analogue aux domainesalsoh a I'antigene des
protéines du CMH-I et -Il. Dans le cas des prot®i@G®1, ces domaines hydrophobes sont plus

volumineux (Figure 7) et leur permettent d’ancres dntigénes lipidiques.

Les protéines CD1 different les unes des autresipalement par la structure de leur site
de liaison a l'antigene, le domaing étant tres bien conservé parmi les isoformes dé.CD
Pour hCD1a et mCD1d, il est constitué de deux pmcheet F** °*%? alors que hCD1b, qui
contient le site de liaison le plus volumineux, gge trois canaux hydrophobes A’, C’ et F’
ouverts vers l'extérieur et un tunnel T’ qui conteetes canaux A’ et F' (Figure 7A). La
formation de ce canal est due a la présence ddusegiycine en positions 98 et 116 c’est-a-

dire aux extrémités des canaux A’ et F'. Ces résidans les autres protéines CD1, possedent
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des chaines latérales qui ne permettent pas lagmmA’-T-F’, unique & CD1B* ** *>'Ce

« supercanal » peut accommoder des acides graamextrent longs, d’environ 50 atomes de
carboné* (Figure 7B). De plus, une des structures de CRYbq le phosphatidylinositol (PI))
révele une sortie en bas du canal C’, stabiliséeupgpont disulfure Cys131-Cys145, ce qui
permet également de lier une chaine lomjiMais cette observation n’a pas été confirmée par
la structure de CD1b avec la phosphatidylcholir@)®

A
CDla CD1b CD1d CMH |
humaine humaine murine
B i B
- P - —
\.‘ s .-~ | o f -,..\ o . _ - |
| [32m /_.': § [32m J; / r [32m /. I Bzm J.'I
O O O O e
B
CDla CD1b Cbid
A Cis Cis Cso
F Cig Cu Cis
TI CZZ
C' Cis
Volume total | 1300 A® | 2200 A® | 1650A°

Figure 7: A. Représentation schématique des sites de liaidobantigéne des différentes
protéines CD1 en comparaison avec CM¥-B. Tableau récapitulatif des volumes des
différentes poches des protéines CD1 cristalli®tdss longueurs des chaines qu’elles peuvent
accommoder? %% &1
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3. Les antigénes présentés par les protéines CD1

Les antigenes présentés par les protéines CDl1desnmolécules amphiphiles, souvent
des glycolipides. Dans les complexes CD1:antigkssechaines alkyles du lipide sont ancrées
dans les profondes poches hydrophobes, alors cquertie hydrophile est exposée a la surface
de la protéine. Le récepteur des lymphocytes T (TiGteragit & la fois avec la téte hydrophile
de l'antigéne et avec les acides aminés proveresddux hélicea; eta, de CD1 situées a

I'entrée de la cavité hydrophofg®*

Les premiers lipides identifies comme des ligands ld protéine CD1 (et plus
particuliérement CD1b) sont les acides mycoliquesvid tuberculosisH37RV® (Figure 8).
Aujourd’hui, diverses familles de molécules somirmees comme stimulant les lymphocytes T
restreints par CD1. CDla présente des sulfafides des lipopeptides comme la
didéoxymycobactif® °®; CD1b, des glycolipidés (GMM), des sulfoglycolipide¥
(Ac,SGL), des phospholipides (Pl ou BEY et des lipoglycanes mycobactéri#gnd® 7
comme le lipoarabinomannane ; CD1cBi&-mannose polyprénylphosph&té®; et CD1d des

-79

glycosphingolipide comme lb-galactosylcéramide, ainsi que des petites molécule
hydrophobes non lipidiques comme le phénylpentaméthyldihydrobenzofuransutona

(Figure 8).
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Figure 8 : Structure de quelques ligands des protéines CD1.
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4. Trafic intracellulaire des protéines CD1 et chargerment des antigenes

Les protéines CD1 sont présentes majoritairemens d¢kzs cellules dendritiques. Elles
sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique,elles sont associées a fa-
microglobuline. Afin de les stabiliser et de pragdeurs sites de liaisons, il a été montré que
CD1b et CD1d étaient chargées par des phosphdiigidgogénes. 5

CDla CDic cpib, cD1d

é Ligand endogéne

Antigéne bactérien

Endosome de

- @

Endosome
précoce

| D

Endosome
Réticulum tardif
endoplasmique

Lysosome

Figure 9: Localisation et trafic intracellulaire des diffétes protéines CD1 dans la cellule
dendritique. Toutes ces protéines ne transitentjysgl'aux mémes stades de maturation des
endosomes.

Chaque protéine CD1 est caractérisée par un irdafecellulaire particulier. Apres avoir
ete exprimées a la surface de la cellule (exceptiote de CDle qui est uniqguement
intracellulaire), elles sont internalisées puis triisées dans différents compartiments
endosomaux plus ou moins tardifs. Les mécanismiagethalisation ne sont pas bien connus.
Cependant, les différences d’adressage sont ag#ha la présence d’un motif YXXZ (ou Y
est une tyrosine, X, un acide aminé et Z un rékigirophobe) dans le domaine cytoplasmique
des protéines CD1 qui se lie a la protéine adaptafP-2, impliquée dans l'internalisation des
récepteurs membranair&sLes isoformes CD1b, CD1c et CD1d contiennent ceéguence,
contrairement a CDla. Ainsi, CDla est adressée emgosomes de recyclage, CD1c se
retrouve dans les endosomes précoces et tardifs, glie CD1b et CD1d transitent jusqu’aux
endosomes tardifs et lysosonf@sC’est dans ces compartiments que se produisent les
rencontres avec les antigenes bactériens, lesublsrdpprétements ainsi que le chargement

dans la protéine. Les protéines CD1 sont ensudgckees jusqu’a la surface de la cellule
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présentatrice d’antigénes afin d'activer les lymphes T spécifigues de I'antigene présenté
(Figure 9). Selon les compartiments dans lesquets gdrotéines CD1 transitent, elles

rencontrent et chargent les antigenes de structiiffésentes.

Les lipides exogenes transitent aussi dans ledrdiffs compartiments endosomaux de la
cellule présentatrice d’antigén¥sSelon la longueur de leurs chaines, ils sontibists dans
des compartiments cellulaires différents. En effdéés études réalisées sur le glucose
monomycolate (GMM, Figure 8) révelent que selonolagueur de l'acide mycolique, les
localisations intracellulaires sont différentes.u€eestérifiés par de longues chainegg(C
saturées s’accumulent dans les endosomes tarflifs les lysosomes alors que ceux avec de
courtes chaines §g insaturées sont localisés dans les endosomescyelage’ Ceci a, par
conséquent, des répercussions sur la présentaiceslantigénes par les protéines EDY’
Cette distribution du trafic lipidique entre lesdesomes de recyclage et les endosomes tardifs
ou lysosomes corrélerait avec les trafics des rdiffies protéines CD1: CD1b et CD1d
présentent des molécules dont la partie lipidicgte de fagcon générale, plus volumineuse que
celles des antigénes présentés par EQ(Fégure 9). Cependant, certains composés comme les
PIM (phosphatidylmyainositol mannosides) qui contiennent deux acidasnpiques (Gg),

sont présentés par I'isoforme CD1b.

A la sortie du réticulum endoplasmique, les pragi€D1 sont chargées par des lipides
endogenes. Il a été montré que CD1b était chargéipa molécule de phosphatidylcholine
(PC) et un autre lipide constitué de 41 a 44 atodeesarbone, dont la structure exacte reste
inconnue>’ Le chargement des antigénes dans les compartiraedtsomaux requiert donc le
déplacement de ces lipides. Dans le cas des aetigiant les chaines sont trop courtes pour
occuper entierement les poches, on peut imaginer spulement un des deux lipides est
déplacé. Zajonet al. ont publié la structure de CD1d en complexe avea-GalCer dont la
chaine acyle est de longuew € la sphingosine de longueujsCEtonnamment, la plus courte
occupe le canal A’, qui est le plus volumineux desix canaux de CD1d, et un lipide e C
occupe le reste de la pocHePour les antigénes dont les chaines lipidiquessas longues,
les deux lipides doivent étre déplacés. Dans lacttre de CD1lb:GMM, la chaine

méromycolique de longueurgoccupe tout le canal A-T-F°*
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Pour les sulfoglycolipides diacylés par exempleg été montré qu’un passage dans les
endosomes tardifs, ou le pH est acide, était natesa I'association de cet antigéne lipidique
avec les protéines CD¥.De méme, le chargement des acides mycoliques dBMM dans
CD1b n'est possible qu’a faible pl4Ces observations suggérent que I'acidité généaéegs
ATPases dans les vésicules pourraient déstrudagdrélicesx qui protégent le site de liaison
et ainsi permettre I'entrée de I'antigéne danptezhes de la protéirfé.

Dans le cas des antigenes présentés par les nedatulCMH, le chargement est précedé
par de nombreux mécanismes d’apprétements desn@®tpar la cellule qui permettent de
générer les peptides antigéniques. En ce qui coades antigenes lipidiques, subissent-ils une
dégradation de leur téte polaire et/ou de leurig@dépidique avant leur chargement ou sont-ils

présentes tels quels par les protéines ? Ces rsémsdemeurent encore tres mal connus.

Certains antigenes présentés par CD1 sont chaayés lds endosomes tardifs ou les
lysosomes, ce qui leur offre I'opportunité d’étsgesés a des enzymes qui pourraient modifier
leur structuré® " & Prigozyet al. ont été les premiers a mettre en évidence un rigkoan
d’apprétement d’'un lipide. lls ont montré, sur umigene non naturel, que le disaccharide
Gal(a1—2)GalCer perdait son galactose terminal avante&j@tésenté par la protéine CD1d au
TCR?! L'existence de tels mécanismes a été confirmédpaa Salleet al. sur un antigéne
mycobactérien. En effet, avant d'étre présentés @adb aux lymphocytes T, les PIM
hexamannosylés (PIy1 sont dégradés en molécules dimannosylées APPar une a-
mannosidase lysosomale assistée par la protéine £[Eh revanche, aucun apprétement des
parties lipidiques des antigénes n’est encore connu

Contrairement aux antigenes peptidiques pour ldsqie nombreuses études ont été
réalisées afin de déterminer leurs apprétemerasic tet chargement, il reste encore de
nombreux mécanismes a élucider pour les antig@ndiues. Ces molécules hydrophobes se
comportent tout a fait differemment des peptidesselution, formant des micelles et des
agrégats. Ceci suggere que les mécanismes misi epignt différents de ceux connus pour la

présentation par les molécules du CMH.
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IV. Modulation de la réponse immunitaire par la structue fine des

antigenes

La plupart des antigenes connus présentés parfofime CD1b sont d’origine
mycobactérienne. En effet, les lipides présents dlanveloppe déVl. tuberculosisetant plus
longs en général que les lipides endogenes ou ukessabactéries, CD1b semble la plus
adaptée de la famille CD1 a les présenter aux lyieyties T. En effet, elle est I'isoforme dont
le site de liaison a l'antigene est le plus volumix et sa localisation dans les endosomes
tardifs / lysosomé§ 3 permet 'accommodation d’acides gras trés lon§sp@ragraphe IIl. 4.
p.26).

Ceci met en évidence I'importance des antigenegidjpes dans la mise en place d’'une
réponse protectrice contre la tuberculose. Deseétiglructurales réalisées sur ces lipides
permettent de mieux comprendre les bases moléesilde présentation et de reconnaissance

des antigenes par les cellules immunitaires.

1. Déterminants structuraux des antigénes mycobacténes présentés par la
protéine CD1b

Tous les composés connus présentés par CD1b senindicules amphiphiles. lIs
peuvent étre divisés en trois classes : i) leseacinycoliques libreS, ii) les glycolipides
comme le glucose mono-mycol3tet les sulfoglycolipides diacy/®set iii) les lipoglycanes

représentés par le lipoarabinomannite,lipomannané’ et les PIM® "?(Figure 10).
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Figure 10: Structures de quelques antigenes de CD1b.

Parmi ces antigénes, I'acide mycolique et le glacosonomycolate ont été les plus
etudiés. Des études structure-fonction ont perngisddterminer les éléments structuraux
nécessaires a la reconnaissance de ces composésdgmapteur des lymphocytes T. Pour cela,
les lymphocytes T spécifiques de chacun d’eux détséimulés avec plusieurs de leurs

analogues structuraux.

En ce qui concerne le GMM, les études ont étésé@adi sur le clone de lymphocytes T
LDN5 CD4/CD8 spécifique du GMM. Ces cellules ont été isoléemd’biopsie de peau d'un
sujet atteint de la I&pre, infection causéeMateprae®’ Moodyet al. mesurent 'activation de
ces lymphocytes T par le dosage de l'interleukin® Isécrétée en présence du glycolipide
présenté par des cellules dendritiques. Tout dthboe clone n’est pas activé par I'acide
mycolique, ce qui souligne la nécessité de l'ugittcose. Plus particulierement, ces travaux
indiguent que la reconnaissance des éléments dmartie hydrophile du glycolipide est
extrémement préci€é.*?En effet, d’autres glycolipides tels que le maeno®nomycolate ou

le galactose monomycolate ne stimulent pas le d®@MN5 ; ce qui montre la spécificité pour
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le glucose. La réponse des lymphocytes T au GMM éggtlement dépendante de la
configuration absolue des carbones asymétriquet§ de I'acide mycoliqu® (Figure 11).

En revanche, l'activation de ces lymphocytes T thjgss affectée par des variations
structurales au niveau de la partie lipidique (Fegil). Plusieurs GMM issus d’autres espéces
de mycobactéries ont également été testés et mactasecellules LDN5 avec la méme intensité
gue celui deM. tuberculosislls different les uns des autres par la natuseddeorations sur les
positions distale et proximale de I'acide mycolifuéFigure 11). Pour étudier I'effet des
longueurs de chaines, un GMM estérifié par un agigleolique a 32 atomes de carbone a été
synthétisé. Celui-ci induit le méme niveau de statian des lymphocytes T que le GMM
naturel, mais & une concentration mille fois s.g@#e®> Comme on I'a vu précédemment,
selon les longueurs de chaines, les antigénesqiy@d ne sont pas localisés dans les mémes

compartiments cellulaires, ce qui explique lesaléhces de présentation.

D P
Chaine méromycolique
Bon
(e}
a
—— indispensable Chaine a ¢} o
—— stereochimie requise HoHO
—— substitution non permise OH o

pas nécessaire
— non étudié

Figure 11: Importance des éléments structuraux du glucose mgomate (GMM) pour la
reconnaissance par les cellules immunitaiféB: et ‘D’ indiquent respectivement les positions
proximale et distale de la chaine méromycolique.

Les conclusions de cette étude sont donc que BEseh lipidiques de I'antigene se lient
non spécifiquement a CD1b afin de positionner abereent le groupement hydrophile qui,

lui, présente de fortes interactions spécifiquescde récepteur des lymphocytes T.
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De la méme maniere, des études sur les acides imyeslont été réalisées avec le clone
DN1 CD4/CD8, obtenu a partir de cellules du sang périphértjue donneur sain stimulées
par un extrait deM. tuberculosis’ Elles confirment I'importance de la structure detéte
polaire®® Seule la forme carboxylate est reconnue, et ndorfae ester de méthyle, ce qui
montre l'importance de la charge négative. Deslta@susimilaires ont été obtenus avec le
sulfoglycolipide diacylé sur le clone correspondaséns le groupement sulfate, la molécule

perd son activité antigéniqd.

Contrairement au clone spécifique du GMM, les lyompties T DN1 sont sensibles a des
modifications sur la chaine méromycolique ; la pnég d’'un groupement oxygéné (cétone ou
méthoxy) est nécessaire sur la position distaldadehaine (Figure 10} Lorsque I'acide
mycolique est chargé dans CD1b, une telle modifinasur la chaine se situe au cceur de la

protéine ; aussi le mécanisme de cette discrinunaiar le lymphocyte T reste incompris.

Des études cristallographiques ont permis de camdpeecomment le GMM était pris en
charge par les protéines CD1b. En effet, Batuwangahl. publient en 2004 la structure du
complexe CD1b:GMM a 3.1 A* (Figure 12A). L’antigéne utilisé est un GMM de #yése
dont la structure est représentée Figure 12B, &nelu de I'acide mycolique qui I'estérifie
(Cs) est plus courte que le naturebfCLa carte de densité établie par rayons X leampéde
conclure que la chaine de longueyrsinsert dans la poche C’et la deuxiemeg@ntre par

A’ et occupe tout le canal A’-T'-F'.

HO - = Cso

Figure 12 : A. Complexe CD1b:GMM & 3.1 X Structure du site de liaison & I'antigéne : les
hélicesa; et a, sont en rouge et le GMM en jaune. Sa chaine caatape le canal C’ et la
plus longue entre par la poche A’ et ressort parB=’ Structure du GMM présent dans le
complexe.
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2. Etude d'un antigéne de CD1d : la-Galactosylcéramide

Parmi les protéines CD1, Iisoforme CD21d est, de,loelle dont la structure a été la plus
étudiée. Bien gu’elle ne soit pas impliquée darmmésentation d’antigenes mycobactériens, les
travaux réalisés sur CD1d peuvent aider a compeeledr mécanismes de présentation des

antigénes par CD1b.

La protéine CD1d présente des antigénes aux lynypd®d « natural killer » (NKT)
dont le récepteunp est semi-invariant. L’agelasphine, glycolipidelésd’'une éponge marine,
est le premier lipide identifié stimulant les cédsNKT®® (Figure 13A). Cet antigéne, présenté
par la protéine CD1d, induit la production de depmincipales cytokines, I'IFNr et
l'interleukine 4 (IL-4) qui conduisent a deux typde réponses immunitaires. D’'une part,
'IFN-y provoque une réponse inflammatoire de typé,Tet d’autre part, IL-4 engendre une

réponse 2.

Il semble peu probable que ce composé soit undigeturel de CD1d étant données ses
origines, cependant, aucun autre lipide naturelem@ore montré autant d’activité stimulatrice
des cellules NKT. Ld-galactosylcéramidenfGalCer), analogue synthétique de structure plus
simple (Figure 13B), a montré une activité comptaratcelle de I'agelasphiriéll est présenté
uniquement par CD1d et active sélectivement lelles| NKT V,14 in vivo.® Il est alors
utilisé comme glycolipide de référence dans I'étdde interactions de CD1d avec les cellules
NKT.

o

OH OH HN)HZ'/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
%

OH

HO i OH
o H 3 :
4

OH

A HO

OH OH
° M%
HO HN
B HO ¢ OH
O A

OH Chaine sphingosine

Figure 13: Structures de deux antigenes présentés par CBld '‘agelasphine, un composé
naturel.B. a-GalCer, une molécule synthétique.
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De nombreuses études structure-fonction ont étisééa a partir de d-GalCer afin de
déterminer les éléments structuraux nécessair@secsnnaissance par les cellules NK,ILA/
Les trois parties de la molécule ont été étudidesgyalactose, la partie polaire du céramide et

sa partie lipidique.

a. Le galactose

Comme le céramide seul ne montre aucune activitdesucellules NKT? L’étude de
plusieurs analogues, ne différant que par leurigoagidique, a permis de définir les éléments

structuraux importants reconnus par le TCR.

Tout d’abord, la conformation anomériquedu galactose qui porte le céramide est trés
importante. En effet, |g-GalCer ne montre aucune activité antigénifudlors que la
configuration de I'hydroxyle en position 2 doit €téquatoriale, celle de I'hydroxyle en
position 4 ne semble pas avoir une grande impagtén€luCer est presque équivalentia

GalCer alors qua-ManCer est inactif}®

Lorsquea-GalCer est substitué sur les positions 2, 3 ou galactose par un deuxieme
ose, on observe un apprétement de ces moléculedalaallule présentatrice d’antigenes afin
de générer #-GalCer’® °! Elles activent alors les cellules NKT de la méragoh quea-
GalCer. En revanche, si le deuxieme galactose gieda position 6 du premier, la molécule
est active sans appréteméht.

Les structures cristallines du complexe Chi@alCer d'une paft’® et du complexe
ternaire CD1di-GalCer:TCR d'autre paff, ont montré que les positions O2 et O3 du
glycolipide interagissaient a la fois avec CDlbasec le TCR. C’est pourquoi aucune
modification ni substitution n’est possible sur gesitions. En revanche, O6 n’est en contact
ni avec le TCR, ni avec CD1d, et pointe vers levaal, ce qui permet d’expliquer qu’une

substitution en position 6 soit autorisée.
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b. La partie polaire du céramide

Les études préliminaires sur la molécule issue’@whge marine ont montré que le
groupement hydroxyle de la chaine acyle (positipriF@ure 13) n’avait pas d’influence sur

I'activité du composé?

Des études d’interaction entre le complexe CD1dajlgide et le TCR ont montré que
I'absence de I'hydroxyle en position 4 augmentaitéleur de la constante de dissociation et
qu'en absence de celui en position 3 aucune irteraa’était détectéd *° (Figure 14). En
effet, il a été montré plus tard que ce dernierrangissait avec le TCR lors de la reconnaissance
par les lymphocytes T. En revanche, celui en pos#i, n'interagissant pas avec le TCR, peut

jouer un réle dans l'orientation de la téte pola@ira surface de CD1d.

HO OH o HO OH o HO OH

o
Q L 0 L
H’;‘ CosHe, lel CosHey Q HN C..H
HO I o HO : s
HO - HO : HO oo :
[N oA :
\/Yzl\Cqug \/Y\ClzJHZQ O\/\/\C H
OH OH 14" 129
Kp (MM) 0.35 1.12 Pas d'interaction

Figure 14: Structure de glycolipides utilisés pour I'étude desupements hydroxyles. Mesure
des constantes de dissociation du complexe CDImilifhyde avec le TCR des cellules NKT.

c. La partie lipidigue du céramide

Pour stimuler les cellules NKT, la présence desxdshaines acyle et sphingosine est
indispensabl@ (Figure 13). Si 'une des deux chaines est raciey(s), le composé active
encore les cellules NKT mais entraine une répamseuinitaire différente de celle provoquée
par l'a-GalCer. En effet, alors que ce dernier induit te=six réponses gl et T2, les
stimulations avec ces analogues conduisent uniquieinene réponse 2’ " °' (Figure 15). Le
méme résultat est observé pour les molécules dattdine acyle contient des doubles liaisons

de configuratiorcis.”®
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D’aprés la structure cristalline du complexe Cit@alCer, la chaine acyle occupe le
canal A’ et la sphingosine se loge dans*Elles ne sont donc pas en contact direct avec le
TCR, il est alors difficile d’expliquer la manied®nt la structure des chaines peut agir sur le

type de réponse induit par les cellules NKT.

HO OH 0 HO OH 0
Q HN)W 0} HN)WWVWVVV\/\
HO A © oH HO AN : oH
O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/ O\/\‘/\/\/\
OH OH
HO OH lo)
o — —
HN
HO="o| ¢ oM
O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/

Figure 15: Structure de quelques antigenes induisant urens&pT,2 uniquement.

Récemment, McCarthgt al. ont publié une étude sur I'effet des longueursatesdnes de
a-GalCer sur lactivation des lymphocytes T, en gsaht indépendamment les deux
phénomeénes qui interviennent dans cette stimulatéorsavoir la stabilité du complexe

CD1d:glycolipide et I'affinité du TCR pour ce corepgk?®

Plus les chaines acyle et sphingosine sont longuptus le complexe CDlakGalCer
est stable. De plus, la présence de deux doublestiscis sur les positions C-11 et C-14 de la
chaine acyle (comme dans la Figure 15) augmentiergégat I'affinité du glycolipide pour

CD1d par rapport a son analogue saturé.

Cependant, la partie sphingosine, et seulement gllee un role sur l'affinité du
complexe ternaire CD1d:glycolipide avec le TCR delules NKT et donc sur l'activation de
ces derniére¥ En effet, ils montrent que des modifications apges sur la chaine lipidique
chargée dans le canal F’' peuvent moduler la stimonlales lymphocytes T indépendamment
de la stabilité du complexe CD1d:antigene. Selototegueur de la chaine sphingosine, la

protéine CD1d adopterait des conformations diffe&agiperceptibles par le TCR.
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La structure cristalline du complexe ternaire Cot@alCer: TCR publiée par Boeg al.
supporte cette théorie. Cette structure montrdejgéycolipide n’est reconnu que par la chaine
a du TCR et que la chairg interagit avec la surface de la protéine situéectement au
dessus de la poche®®{Figure 16). Ceci va a I'encontre des modélesliétar analogie avec
les complexes CMH-I:peptide: TCR’ ' En effet, dans ce cas, les deux chatnesp sont en
contact avec I'antigene.

Récepteurs
des
cellules T

e - - -

-----

Figure 16 : Schémas des complexes ternaires CMH-I ou CDfigéare: TCR'%?

Comme pour le glucose monomycolate et I'acide mgoel dans le cas de CD1b, les
études sur CD1d réveélent que la structure de khepaolaire den-GalCer est importante pour
'immunogénicité du glycolipide.

En revanche, contrairement au GMM, la structure @les chaines lipidiques deGalCer

joue un réle dans la modulation de la stimulaties ymphocytes T.
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V. Sujet de recherche

1. Les sulfoglycolipides diacylés

Plusieurs lipides mycobactériens sont capables tideuler des sous-populations de
lymphocytes T chez I'Homme. Parmi eux, les sulfoglipides diacylés (ASGL)
appartiennent a la famille nommée communément dbpifles’ qui sont spécifiques de
Mycobacterium tuberculosist dont les représentants majoritaires dans lleppe sont tétra-
acylés (AgSGL)%3

Les AGSGL sont constitués d’um,a-D-tréhalose sulfaté en position 2’ et estérifiélear
positions 2 et 3, respectivement par un acide gaasl (palmitique ou stéarique) et un acide
hydroxyphtiocéranoiqu®.Ce dernier est un acide gras hydroxylé dont lguenr varie de 22
a 38 atomes de carbone. Cette longue chaine eieapar des groupements méthyles dont le
nombre peut varier de 3 a 10 (8 pour la forme nitajoe des AgSGL). Les carbones
asymetriques portant ces branchements appartienrgentla seérie L (c'est-a-dire
254S6S8S10R12R 14R,16R), la configuration absolue de celui qui porte ®upement
hydroxyle n’est pas conntfé (Figure 17).

(e} OH
‘/\/\/\/\/\/\/\/u\ 0 OH
. o 3
- - - - - - -2
2 Po:ofo1oforoE s

OH o}
Figure 17: Structure des formes majoritaires de la familis dulfoglycolipides diacylés ABGL

Il s’agit d'un tréhalose acylé en position 2 paraaide palmitique ou stéarique, acylé en position 3
par un acide hydroxyphtiocéranoique et sulfatéasitipn 2'.
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Ces AGSGL, présentés par la molécule CD1b a la surfasecdiules dendritiques, ont
la capacité d’activer des lymphocytes T CI¥ vivo Le clone spécifique de ces A6GL
produit de linterférony, qui active le pouvoir bactéricide des macrophagasi que de la
perforine et de la granulysine qui tuent les ceBuhfectées et le bacille intracellulaifé En
effet, lorsque des cellules dendritiques, infectgéasM. tuberculosisH37Rv, sont incubées
avec des quantités croissantes de lymphocytes Gifispés des AsSGL, le nombre de

bactéries vivantes diminue.

De plus, des tests effectués sur le sang de ditierdonneurs révelent que seuls les
patients ayant une tuberculose pulmonaire latenteaaiive possedent les lymphocytes T
spécifiques des ABGL. Ces cellules sont donc stimulées uniquemestdne infection par
M. tuberculosisce qui montre un rdle particulier de ces lipidass la défense de I'h6te contre

ce bacille®

Les sulfoglycolipides diacylés ont une structurédente des autres antigenes connus
présentés par CD1b : ils n'ont ni chaines mycobgaephosphatidylinositol. Il a été montré
gue I'antigénicité de ces sulfoglycolipides dépénde la présence du groupement sulfate et
des deux acides gras, ce qui suggere qu'ils nessefti aucun apprétement dans les
compartiments endosomaux par lesquels ils doivassgr pour étre chargés. De plus, les
sulfoglycolipides tri- et tétraacylés n’activentspbe clone spécifique des RGL, ce qui
montre que ces ABGL ne sont pas générés suite a l'apprétement alese$ tri- ou
tétraacylées.

La structure du complexe CD1b:ARGL n'est pas encore résolue. Cependant, en se
basant sur les structures cristallines connuesai@plexes CD1b:lipid&* *°et en considérant
les longueurs des chaines lipidiques desS&L., on peut proposer que la plus courte des deux
(palmitigue ou stéarique) soit accommodée dans txhe C’, la plus longue
(hydroxyphtiocéranoique, 3¢} dans le canal A-T'-F’ et la partie hydrophile ppsée a la

surface de la protéine, accessible aux réceptaulydghocytes T.

Pendant l'infection, les AeSGL sont présentés efficacement par la protéine Cbl
aux lymphocytes T CDS§ dont la fonction clé est de tuer les pathogénestiacellulaires.
lls contribuent donc activement a I'immunité contre M. tuberculosis, ce qui en fait un
candidat prometteur pour I'élaboration d'un nouveau vaccin moléculaire contre la

tuberculose.
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2. Projet de these

Face a la menace grandissante que représente decdldse, le développement d'un
nouveau vaccin est devenu une priorité internalonans le cadre de la recherche d'un
vaccin sous-unitaire, deux classes d’antigenes lemmintéressantes. D’'une part, des antigenes
protéigues sont en phase avancée de tests chemnibocomme Ag85B. D’autre part, les
antigenes lipidiques montrent un intérét grandissiams 'immunité contré. tuberculosis
En effet, il a été montré que des glycolipides ninpgatériens sont capables d’activer des sous-
populations de lymphocytes Viia les protéines de présentation CD1. Au sein durproge
européen TB-VAC, notre équipe travaille en collabon avec I'équipe de G. De Libero
(Béle) sur des antigenes mycobactériens non-pussign vue de I'élaboration d’'un vaccin

sous-unitaire.

Les sulfoglycolipides diacylés (A8GL) présentent une activité antigéniqaevitro. lls

ont la capacité d’activer des clones de lymphocyt&DS', cellules présentes chez les sujets
porteurs du bacille tuberculeux. lls semblent dangir les activités requises pour étre testés
chez un modeéle animal. Ces antigenes sont présamtdymphocytes T par la protéine CD1b
a la surface des cellules dendritiques. La soutsle rat, modeles animaux les plus
couramment utilisés, ne sont pas adaptés a |'étlede AeSGL car ils ne possédent que
l'isoforme CD1d. Les campagnes d’'immunisation dotvéonc étre réalisées sur des cochons
d’'Inde % De telles expériences nécessitent une quantipkatiuit purifié de I'ordre de 10 mg
pour chaque essai. Et plusieurs essais sont néessgaour déterminer les meilleures

conditions de vaccination : I'adjuvant a utilisixs quantités a injecter, le nombre de rappels...

Cette famille de molécules est présente en faiblantité dans I'enveloppe dil.
tuberculosis Environ 1 mg d’AgSGL sont purifiés a partir de 2 L de culture dbdatérie. Si
on prend en considération cette faible teneur aeégent la pathogénie du bacille, il n’est pas
concevable de produire et purifier a grande échedlecomposé naturel. Le seul moyen
d’obtenir des quantités suffisantes est par syetiebgnique. Mais étant donnée la complexité
de la molécule, il est difficile de la synthétisar I'identique. En particulier, I'acide
hydroxyphtiocéranoique, composé d’environ 40 atodeesarbone, possede de 4 a 11 centres

asymetriques.

40



INTRODUCTION

Le sujet de cette these porte sur la synthése Idgues de ces sulfoglycolipides afin de
trouver une molécule ayant une activité antigénicumparable a celle des AGL in vitro,
tout en ayant une structure la plus simple posgiolg que sa synthése soit accessible, et
transférable a une production a grande échelle iadrecodlt. Les analogues synthétisés ont
tous la méme partie polaire (2,3-diacyl-2’-sulfata-tréhalose) et different les uns des autres
par la structure des chaines lipidiques. Les td&stivation réalisés sur ces différentes
molécules ont permis de mieux comprendre les megss moléculaires qui régissent la

présentation des antigenes aux lymphocytes T.

La premiére partie traitera des stratégies utiligéeur synthétiser ces analogues. Une
synthése générale du sulfoglycolipide diacylé andge au point puis, aprés avoir montré le
réle crucial de la structure fine des chaines iipids, différentes stratégies ont été abordéees

pour synthétiser des acides gras polyméthylésichira

Une fois les analogues obtenus, leur activité éntigue a été testée vitro sur le clone
de lymphocytes T spécifique des ,86GL naturels. Ces résultats, présentés et disartés
deuxieme partie, nous ont permis d’évaluer le d&ea structure des acides gras sur la réponse

immunitaire et de trouver un analogue présentaataativité similaire a I'antigéne naturel.
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Chapitre 1. SYNTHESE D’ANALOGUES DES SULFOGLYC@#SI DIACYLES MYCOBACTERIENS

SYNTHESE D’ANALOGUES DES SULFOGLYCOLIPIDES
DIACYLES MYCOBACTERIENS

L’objectif de cette thése est de synthétiser dedognes des sulfoglycolipides diacylés
mycobactériens (ASGL) afin de trouver une molécule de structure liss gimple possible
ayant une activité biologique similaire a celleatuimposé naturel. La partie la plus complexe
de la molécule réside dans la structure de I'abgliroxyphtiocéranoique. Nous avons donc
choisi de synthétiser des analogues ayant la mémie polaire que les ASGL et différant

par la structure des chaines lipidiques.

Nous avons tout d’'abord mis au point une stratédge synthése générale des
sulfoglycolipides diacylés. Puis, nous avons syigRéplusieurs acides gras de structures

différentes afin d’obtenir une vingtaine d’analogue

I. Synthése générale des sulfoglycolipides diacylés

Toutes les molécules synthétisées partagent la méiteepolaire a savoir un,a-
tréhalose diacylé sur les positions 2 et 3 et suka position 2’. La numérotation utilisée est

décrite dans la Figure 18.

0

GL

Figure 18: Numérotation utilisée pour les atomes du tréalo
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1. Stratégie de synthese

La synthése de composés 2,3adacyl-2’-sulfatee,a-D-tréhalose n’a jamais été décrite
dans la littérature. Cependant, Baaral. ont publié la synthése du 2,3-@tacyl-a,a-D-

tréhalosé”’ et Liavet al.celle du 2-sulfater,a-D-tréhalose®®

La synthése que nous avons élaborée est inspiréesddeux publications. Le schéma de

synthese est présenté ci-dessous (Figure 19).

HO o)
-P HO
HO
0,50
o]
OH
o OH
RO

OR'

Figure 19: Schéma de synthése d'un sulfoglycolipide diacy® et R’ désignent des
groupements acyles et P et P’ des groupementscpzats.

Les positions 4, 6, 4’ et 6’ du sulfoglycolipidendl sont libres, elles doivent donc étre
bloquées pour toute la durée de la synthese. Lgpgroent protecteur (P, Figure 19) choisi par
Baer et Liav est le benzylidene, il est donc conbpata la fois avec les estérifications et la

sulfatationt?’: 108

Cette stratégie de synthése fait intervenir undéeption temporaire (P’, Figure 19) des
positions 2 et 3. Elle est reéalisée par un groupet silylé bidenté: le

tétraisopropyldisiloxane (TIPS) qui permet une détion sélective de ces fonctions.
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2. Syntheése des sulfoglycolipides diacylés

Tous les analogues ont été synthétisés en utilidganéme stratégie. Elle est décrite dans
le cas du 2,3-d-palmitoyl-2’-O-sulfatea,a-D-tréhalose.

a. Benzylidénation de &, a-D-tréhalose

La premiére étape consiste a protéger les hydrexdds positions 4, 6, 4’ et 6’ par des
groupements benzylidénes par formation de liaisacétals pour obtenir le compogé®

intermédiaire commun a tous les analogues synétis

H|-(|)o o] Ph/vo o]
HO + 2 DMT O Ho + 4 MeOH
HO CSA/DMF HO

(@] —_ o
(e}
OH
O Ph
[0} OH (e}
HOW HOW k/
OH OH
1

Figure 20: Synthese du tréhalose protégé

L’ a,a-D-tréhalose est traité parala-diméthoxytoluene (DMT) en présence d’une
guantité catalytique d’acide camphresulfonique (C8ans leN,N-diméthylformamide (DMF)
(Figure 20). Le méthanol formé est éliminé au fu& enesure afin de déplacer I'équilibre dans
le sens de la protection. Apres recristallisatlers,6;4’,6’-di-O-benzylidénea,a-D-tréhalosel

est obtenu avec un rendement de 84 %.
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b. Monoacylation en position 2 par un chlorure d’acyle

Les positions 4 et 6 des deux unités glucose étantégées, la fonction alcool la plus
réactive del est dorénavant celle en position 2 (ou 2’ puidgueolécule est symétriquE’ Il

est alors possible d'y fixer la premiére chaineniadue.

L’estérification s’effectue dans la pyridine avex dhlorure de palmitoyle qui est un

produit commercial (Figure 21).

o
ph” \ O )J\ o)
o +  C.H cl pr” \ 0
HO 15131 o
HO HO

W ; T 1
_— = o}
ok/ Ph
o o Ph
o
HO CH OW k/

OH

+ HCI

1

N

Figure 21: Synthese de I'intermédiaire monoacylé en pasifio

Le chlorure d’acyle est introduit en défaut afinlidéter la formation de produit di, tri ou
tétraacylé. Le produit acylé en position 3 (ou $) forme également, mais il est facilement
séparable du produit d’intérét par chromatograsiie colonne de silice. Le compo&éest

obtenu pur avec un rendement de 27 %.

Il est facile de vérifier par RMN du proton la Itisation de la chaine lipidique sur le
sucre. En effet, le déblindage du doublet dédoubléespondant au proton H-2 vers 5 ppm
indique que I'estérification a eu lieu en positirie proton H-3 couplant avec les protons H-2
et H-4 avec la méme constante de couplage, soalssghun « faux » triplet. Dans le cas d’'une
acylation en position 3, c’est donc un triplet gst déblindé.
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c. Protection des positions 2’ et 3’

Afin de pouvoir fixer la deuxieme chaine lipidige® position 3 sur la méme unité
glucose que la premiére, les positions libres (2’39 de l'autre unité doivent étre

préalablement protégées.

h o O o
P /: - . (iPr)ZSi/ ?mpr) Ph&% + 2 HCI
HO cl cl
o

(|Pr)ZS|\

o] pyridine ”S' |Pr )2 o]
s o A
C,H 0

C.H o
31\n/ OH 15 31\n/ OH

(0] (6]

(LN)

3

Figure 22: Protection des hydroxyles 2’ et 3’ par un graupat TIPS.

Le 1,3-dichloro-1,1,3,3-tétraisopropyldisiloxandRECL) est un agent de silylation qui
permet la protection en une seule étape de deuwtidmis hydroxyles voisines (Figure 22). En
effet, ce composé bidenté se fixe d’abord sur kitjpm 2’ (la plus nucléophile d8 puis se
ferme sur la position 3. Il peut également se mefy sur la position 3, bien
gu’entropiguement moins favorable. Ce sous-prodsit éliminé par chromatographie sur

colonne de silice.

Le produit silylé3 est obtenu pur avec un rendement de 58 %.

d. Acylation de la position 3 par la deuxiéme chaip&lique

Il N’y a maintenant plus qu’une seule fonction alcbbre sur le tréhalose (position 3)
susceptible de réagir pour fixer la seconde chhjukocarbonée. Cependant, cette acylation

est plus difficile que la premiére :

- a cause de la géne stérique engendrée par la peédangroupement TIPS et de la

chaine palmitique

- du fait que la position 3 est moins nucléophile [gugosition 2.
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Cette deuxieme acylation sBis’effectue également avec le chlorure de palmétaylans
ce cas, afin d’améliorer le rendement d’estériftaatle chlorure d’acyle est introduit en exces
puisqu’il 'y a pas de risques de former des corépasdesirables (Figure 23). Le compdsé

est obtenu avec 74 % de rendement.

o
AN ° )J\ ph” \ O Q
o o
) ./o (o] T “ ( /O /0 + HCl
o
(iPr)

(|Pr)25|\ /0 iPr)ZSi\ /
o——Si(Pn), O DMAP / pyridine o—Si(iPr), Q
o 0JQ_Ph —_— o oQ_-Ph
C15H31\”/O oH C15H31\n/o
(e} (e}
C15H31\n/o
(0]
3 4

Figure 23: Acylation de la position 3.

Pour la plupart des autres analogues synthétsahdine lipidique acylée en position 3
n'est pas commerciale, elle est obtenue par syathéas forme d’'acide carboxylique. Dans
ces cas la, une activation préalable avec le ctdadioxalyle est nécessaire afin d’obtenir le

chlorure d’acyle correspondant.

De meilleurs rendements ont été obtenus en utilisagicyclohexylcarbodiimide (DCC)
comme agent d’activation de l'acide carboxyliguett€ réaction nécessite au moins deux
jours de chauffage classique a 110°C, conditionggoqui peuvent provoquer la dégradation
des produits, et donc la présence de nombreux cegspdans le milieu. Le chauffage aux
micro-ondes permet de parvenir en seulement 15tesna des rendements similaires et des
milieux réactionnels plus propres. L'inconvéniemt cktte méthode est que I'acide, souvent
précieux, qui n'a pas réagit, ne peut pas étrepéréu D’aprés les spectres RMN, il semble
avoir réagi avec le DCC pour donner un composéngus n'avons pas réeussi a hydrolyser ni

en milieu basique ni acide.

Selon l'acide gras utilisé dans cette réaction, d@slements trés variables ont été
observés. Les plus courts se fixent plus facilereéiies acides conjugués, moins électrophiles

gue leurs analogues saturés, estérifient le trébawvec de moins bons rendements.

Un fort déblindage du signal du proton H-3 en RMNplet) permet de confirmer

I'acylation de la position 3 du tréhalose.
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e. Déprotection des positions 2' et 3’

Ph&% Ph” N\ O 2
O"Ho
HO
o

|Pr)28|

O”'S'('P' 0 NBu,F / THF 0
o o P o 0JQ_-Ph

C15H31\n/0 Cus 31\n/
© 15 31\[]/0 015H31\n/0

(0] o

4 2

Figure 24 : Déprotection sélective du groupement silylé.

Afin de permettre la sulfatation en position 2% f@ositions 2’ et 3’ dd sont déprotégées
sélectivement avec une solution de fluorure delvétrylammonium (NBiF, 1M) dans THF
(Figure 24). Le pH de cette solution commercial¢ &sisté a 6-6.5 par ajout d’acide
trifluoroacétique. En effet, un milieu réactionnbhsique provoque la migration des
groupements acyles d’'une unité glucose a l'autrsj & milieu est trop acide, les fonctions
acétals des groupements benzylidénes peuvent slggdr. Le composb est obtenu avec un

bon rendement (81 %).

f. Sulfatation de la position 2’

Ph” \ O ° Ph/w
O"Ho
[SO; ; pyridine] / DMF -

k/Ph pyridine k/Ph
e Y

CasHa CysHay

(&)}
(o)}

Figure 25: Sulfatation de la position 2'.

Le réactif utilisé pour la sulfatation est le coew# [SQ ; pyridine] (Figure 25). Un
meélange DMF / pyridine est utilisé comme solvantéhection, il permet de réduire le temps de

réaction par rapport a I'utilisation de pyridineike
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La sulfatation conduit a la formation de trois carss : deux isoméres monosulfatés, en
2" et en 3’ et un composé disulfaté en tres patitantité. Le groupement hydroxyle de la
position 2' étant plus nucléophile que celui deptasition 3% le produit souhaité est le

composé majoritaire du mélange. Il est obtenu pac an rendement de 45 %.

Le composé est obtenu sous forme anionique. Leagation associé est certainement

un cation apporté par I'eau ajoutée en fin de r@actsodium ou potassium.

g. Déprotections finales

o CHCI,/ MeOH / 1.7 % H,SO,
60/40/8 OH
o 0J_-Ph o oH
015H31\I‘(0 C15H3l\[(o
o

C15H3l\n/o o c15H31\n/o

(6] (6]

(o)}
I~

Figure 26: Déprotections finales.

La derniére étape consiste a éliminer les dernipregections encore présentes sur la
molécule a savoir les benzylidénes en position§,44’ et 6’. Les fonctions acétals étant
sensibles aux conditions acides, le compésést déprotégé avec une solution d’acide
sulfurique. Cependant, l'acidité est soigneusemeontrdlée pour éviter le départ du
groupement sulfate. Tenant compte de ces contsaaitsi que de la solubilité du composé, la
déprotection est réalisée avec un mélange : gMEDH/1.7 % HSO, (60/40/8) (Figure 26).
En fin de réaction, le milieu est neutralisé avedaltriéthylamine ou une solution aqueuse de

NaHCG;. Le sulfoglycolipide? est ainsi obtenu de fagon quantitative.

Ce premier sulfoglycolipide synthétisé nous a drdiqmermis de confirmer la structure du
sulfoglycolipide naturel, c’est a dire les positsod’estérifications par les acides gras et du
groupement sulfate sur le tréhalose. En effet, @nparant les spectres RMN dans la zone

autour de 5 ppm, du produit naturel (Figure 27Ag¢@le composd (Figure 27B) et son
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analogue sulfaté en position 3’ (Figure 27C), ontpmnclure que la molécule naturelle est
bien acylée sur les positions 2 et 3 et sulfatégosition 2'.

H-3 H-1

A JJrMWW JHWi

I I

Figure 27 : Comparaison des spectres RMN (4.3-5.6 ppm) deA. Ac,SGL (Nd) avecB.
ComposéZ (NHEt;") ; etC. 2,3-Di-O-hexadécanoyl-30-sulfatea,a-d-tréhalose (NHEL). La
structure du produit naturel est ainsi confirméeatamment la position du groupement sulfate.

Nous avons pu remarquer que la présence du caaticgrdriéthylammonium permettait
d’obtenir des spectres RMN mieux résolus que daess du cation NaLes sulfoglycolipides
sont des molécules amphiphiles, qui ont par cors#giendance a s’organiser en micelles
dans les solvants organiques. La présence dessdti@thylammonium semble aider leur
solubilisation, homogénéisant ainsi le milieu. Getant, comme ces composés sont ensuite
utilisés pour des tests d'activation sur celluléstilisation de triéthylamine n’est pas

préconisée. Tous les analogues synthétisés ontedérabtenus avec le cation sodium.

Nous avons donc mis au point une synthese de $ydfupides diacylés de structure
analogue a celle des AGL naturels. Dans un premier temps, grace a khhéya du 2,3-dd-
hexadécanoyl-20-sulfatea,a-D-tréhaloseZ, nous avons pu confirmer les positions des deux
acides gras et du groupement sulfate sur le tréaalans la structure de I'antigéne nattftel.
Puis cette stratégie a pu étre adaptée a la synthastres sulfoglycolipides estérifiés par des
chaines lipidiques de structures diverses.
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ll. Mise en évidence de I'importance de la structureffie des chaines
lipidiques

Une fois la stratégie de synthése générale desgbytblipides mise au point, I'objectif

était de synthétiser un composé ayant une achislégique similaire a ASSGL.

Pour cela, nous nous sommes basés sur les étudesirsties réalisées par Moodyal.
concernant le GMM, antigene glycolipidigue mycoBaen également présenté aux
lymphocytes T par la protéine CD1b (cf. paragraphel., p.29). Ces travaux indiquent que la
structure de la partie lipidiqgue de I'antigene alacune influence sur la reconnaissance par le
TCR des lymphocytes T, seule la structure de ldigpgmolaire peut moduler la réponse
immunitaire®” ® Les premiers analogues ont alors été synthétisgis des acides gras banals

commerciaux.

1. Analogues estérifiés par des acides linéaires

Le premier sulfoglycolipidg (Figure 26, p.50), dont la synthése est décritpagtie |.,

est acylé par un acide hexadécanoique en posBidngréhalose (Figure 28B).

OH o]
/\/\/\/\/\/\/\/WOH A
(0]
WOH B
o]
Ho\/\/\/\/\/\/\/\)LOH C

Figure 28: Comparaison des structures des acidA3 [ydroxyphtiocéranoique, Bj
hexadécanoiqueC] 16-hydroxyhexadécanoique &)(triacontanoique.
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Nous avons souhaité synthétiser un analogue degbydblipide contenant un acide gras
hydroxylé. En effet, I'acide hydroxyphtiocéranoiquerte un groupement hydroxyle au milieu
de sa chaine (sur le C-17 pour la forme majoritdé® AgSGL). Un tel groupement peut avoir
un réle particulier dans un environnement hydroghtelh que les poches de CD1b. L'acide 16-
hydroxyhexadécanoique est commercial et sa fonefimol est située a peu prés sur le méme
atome de carbone que l'acide hydroxyphtiocéranodgres sa forme majoritaire (Figure 28A
et C).

Avant d’acyler la position 3 du tréhalose, la foot alcool doit étre protégée en
prévision de I'étape de sulfatation. Le groupentétrahydropyrane (THP) permet de protéger
cet hydroxyle par formation d’'une fonction acéfBHP est compatible avec la suite de la
synthese du sulfoglycolipide et I'alcool sera dégge lors de la derniére étape d’hydrolyse des

groupements benzylidénes (Figure 26).

o 0 0
" csa 0 OW
+ e —
| 6 OH O/ 6 OH
8

Figure 29: Protection de la fonction alcool.

L’acide 16-hydroxyhexadécanoique réagit avec leddydro-H-pyrane (DHP) pour
protéger sélectivement le groupement hydroxyle’aledol (Figure 29). L'acide est utilisé

pour l'estérification du composEafin de synthétiser le sulfoglycolipid (Figure 30).

HO o)
HO
P\ O 0 HO\
o5 0,50

/ 5 8% o
(iPr)ZSi\ fe) + 8 —_— OH
o—Si(iPr) o) = —_— o
2 OH
o oA/Ph C15H31\"/O
C,H (o]
15 31\"/ OH o .
(6] HO/\/\/\/\/\/\/\/\H/
(e]
3 12

Figure 30: Synthése du sulfoglycolipidd2, estérifié en position 3 par l'acide 16-
hydroxyhexadécanoique. Il est obtenu avec un readede 8 % sur les 4 dernieres étapes.

53



Chapitre 1. SYNTHESE D’ANALOGUES DES SULFOGLYC@MH#SI DIACYLES MYCOBACTERIENS

Puis, nous avons synthétisé le sulfoglycolipide(Figure 31) acylé en position 3 par
lacide triacontanoique afin détre plus proche da longueur de [Iacide

hydroxyphtiocéranoique (Figure 28A et D).

HO o)
HO
AN Q HO\
o 5 0,50

/ 5 o 13 % o
(iPr),Siy /0 + /lL —_— OH
o—sfiiPy), 0 C,H.e “OH — 0 OH
29" 159
o ok/Ph C15H31\n/o
CisHay o (0]
\n/ oH C,H o
o 29 sg\n/
o
3 16

Figure 31 : Synthese du sulfoglycolipidks, estérifié en position 3 par I'acide triacontanmig
Il est obtenu avec un rendement de 13 % sur lesdiates étapes.

Ces trois analogueg 12 et 16 ont été testés sur cellules et n'ont montré auaatgité
antigénique (cf. Chapitre 2). Le compdsg; estérifié par I'acide triacontanoique, ne diffdce
composeé naturel que par I'absence des substituagttsyles et hydroxyle de I'acide gras situé
en position 3 du tréhalose. Ceci semble indiquer ags ramifications joueraient un réle dans

I'activation des cellules immunitaires.

2. Préparation de sulfoglycolipides par hémisynthése

Les premiers analogues synthétisés, contenanthd@ses linéaires, n’ont montré aucune
activité sur le clone de lymphocytes T spécifiqaes AgSGL. Ceci va a I'encontre des
résultats publiés par Moody sur I'étude de I'inflae des structures lipidiques du GMM sur la

reconnaissance par le TCR.
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Pour confirmer la structure de I'antigéne natumel)s I'avons synthétisé a I'identique par
hémisynthése c’est-a-dire en estérifiant le démle tréhalose synthétiqu@ par I'acide
hydroxyphtiocéranoique naturel, purifié de I'enyge mycobactérienne. Cet acide est
spécifiqgue du complex®l. tuberculosiset parmi tous les glycolipides de I'enveloppay’'dst
présent que sur les sulfoglycolipides di- §8GL, Figure 17, p.38), tri- (ASGL) et

112

tétraacylé® (AcsSGL). Les AGSGL sont ceux présents en plus grande quantité et

contiennent, en moyenne, deux chaines hydroxypitaooique (Figure 32).

Ac,SGL Ac,SGL
HO o %to °
o HO o HO
Na0,SO NaO,SO
o) o)
o OH o o OH o
[e] ' O T
o OH o) (0]
o
o 1
1 e
" "
1 e
LUK "
HO HO
o 1
n LR
OH OH

Figure 32: Structures des ABGL et AGSGL majoritaires. Les chaines
hydroxyphtiocéranoiques sont représentées en bleu.

Une premiere étape a été de purifier ces glycapiolis ceux-ci ont été éthanolysés afin

de récupérer les différentes chaines lipidiques fmume d’esters d’éthyle.

55



Chapitre 1. SYNTHESE D’ANALOGUES DES SULFOGLYC@MH#SI DIACYLES MYCOBACTERIENS

a. Purification des sulfoglycolipides naturels

Le schéma de purification utilisé est celui élalmaé Martine Gilleron au laboratoire lors
de l'isolation des sulfoglycolipides diacyfd¢Figure 33).

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv)

Extraction CHCI s/MeOH

Mycobacté ries Extrait lipidique
délipidées -
| Partition CHCI 3/H,O

[ 1
Phase CHClI; Phase aqueuse

Précipitation a
I'acétone
[ 1

Fraction Fraction
acétone soluble acétone insoluble

Chromatographie sur colonne de silice
éluant : MeOH/CHCI 5

Sulfoglycolipides

Figure 33: Schéma de purification des sulfoglycolipidedviguberculosis

La culture de la souche virulenké. tuberculosisH37Rv est extraite avec un mélange
chloroforme / méthanol puis I'extrait lipidique e est partitionné entre du chloroforme et
de l'eau afin d’éliminer les protéines et les gles. Le mélange obtenu est précipité a
I'acétone pour éliminer les phospholipides, puiséj les sulfoglycolipides sont dans le filtrat
avec tous les glycolipides de la paroi (Fractiodtace soluble). Une chromatographie sur
colonne de silice, éluée avec du chloroforme cartenne proportion croissante de méthanol,

permet de fractionner ce mélange de glycolipidégufie 33).
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Les différentes fractions sont analysées par spmétirie de masse MALDI-Tof en mode
négatif, pour vérifier la présence des sulfoglymdés (Figure 34).
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Figure 34: Spectres MALDI-Tof en mode négatif de différentieactions contenant, dans
'ordre d’élution :A. les AGSGL,B. les AgGSGL etC. les AGSGL.

A ce stade de la purification, ces fractions samtitaminées par les tréhaloses di- et
triacylés (DAT et TAT respectivement, Figure 35Aués respectivement avec les sAet
Ac,SGL. Ce sont des glycolipides neutres présents demgeloppe deM. tuberculosis en
guantité plus importante que les sulfoglycolipiddsg de fraction acétone soluble contient
environ 1 mg d’AgSGL, 0.5 mg d’AeSGL, 12 mg d’A¢gSGL, 23 mg de DAT, et environ
30 mg de TAT. Leur présence est confirmée par speétrie de masse MALDI-Tof en mode
positif (Figure 35B).
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Figure 35: A. Structure des formes majoritaires des DAT et FXB. Spectre MALDI-ToF
(mode positif) des fractions contenant les DATestTAT.

Ces DAT et TAT contiennent également des acides goéyméthylés mais plus courts et
non hydroxylés. Plus précisément, les DAT sont rdi&® en position 2 par un acide
mycosanoique, acide polyméthylé saturé, et les Par un acide mycolipénique, acide
polyméthyléa,B-insaturé (Figure 35A).
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Les esters correspondants, qui sont obtenus suitétl@anolyse du mélange, sont
facilement séparables des esters hydroxyphtioagrasipar chromatographie sur silice. Ces

glycolipides ne sont donc pas génants pour la sluiteavail.

Les fractions contenant les BGL et les AgSGL sont alors regroupées afin d'étre

éthanolysées. Les A8GL, composés précieux, ne sont pas utilisés paite expérience.

b. Ethanolyse et purification des esters

Les glycolipides naturels sont éthanolysés powrébun mélange d’esters lipidigtiEs
(Figure 36). Ces esters sont séparés par chronagtugr « flash » sur colonne de silice.
D’aprés la littérature, les esters polyméthylés mydroxylés sont les moins polaires du
mélange, ils sont élués les premiers. Puis, sosrgalmitiques et stéariques (linéaires a 16 et
18 atomes de carbone), difficilement séparables pemmiers, et enfin, les esters

hydroxyphtiocéranoiques sont bien plus polaifés.

O (0]
EtO OEt OEt
Ac,SGL, Ac,SGL, DAT, TAT B9 Curts” Y[ Cutts” Y[ B
(0] (0]
m=13a15 .
n=1a9
m n
OH (0]

Figure 36: Ethanolyse du mélange de glycolipides. Estetterals dans I'ordre de polarité
croissante A. esters polyméthylés, non hydroxyléB.;esters banalsC. esters polyméthylés,
hydroxylés.

Sur 100 mg du mélange d’esters, on récupére endrory de fraction A, 70 mg de
fraction B et 3 mg d’esters hydroxyphtiocéraniquis la fraction C (Figure 36). Les
différentes fractions sont analysées par chromapge sur couche mince, par RMN et par
spectrométrie de masse par désorption / ionisatfomique (DCI) avec 'ammoniac pour

connaitre les longueurs de chaines des estersifgése
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Fraction A: Ce mélange est composé des esters polyméthybés hydroxylés. Les
formes majoritaires présentes sont les esterslissgourts issus des DAT et des TAT. Leur

structure est reportée Figure 37.

OEt

mycosanoate mycolipénoate
d'éthyle d'éthyle

Figure 37: Structure des deux esters majoritaires de @ifna A.

D’aprés la littérature, ces esters sont dextrogegtekes carbones asymétriques sont de
configurationS (ouL, comme dans I'acide hydroxyphtiocéranoigtid).

Les fractions A et B étant difficilement séparablestte fraction contient également des

esters banals.

Fraction B: cette fraction est la plus importante en masde, contient les acides

palmitiques et stéariques, présents dans tousyleslipides.

Fraction C: Les masses correspondent aux esters hydroxgghéiooiques qui nous
intéressent. Les principaux pics observés sontri&palans le tableau ci-dessous (Figure 38).
Les esters présents dans ce mélange sont long? a3 atomes de carbone avec de 8 a 11

ramifications méthyles.

OEt

m/z (DCI/NHs) | 654 | 696 | 738| 780

n 7 8 9| 10

Figure 38: Structure et masse des especes présentes danmélaenge d'esters
hydroxyphtiocéraniques.
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c. Hémisynthese de sulfoglycolipides a partir desreste

Les hydroxyphtiocéranoates d’éthyle portent sur haine un groupement hydroxyle.

Avant I'estérification du composg par I'acide issu de cet ester, la fonction alcdoit étre

protégée en prévision de [|'étape de sulfatationm@e dans le cas de l'acide 16-
hydroxyhexadécanoique, cet ester naturel est grqtégle groupement DHP (Figure 29, p.53).

Puis une hydrolyse en milieu basique permet d’abt@cide correspondant.

Celui-ci est utilisé pour synthétiser le sulfoglypmle semi-synthétiquel?7. Cette

synthése a été réalisée sur des quantités si p€8teng d’'acide hydroxyphtiocéranoique)

gu’elles ne permettaient pas de réaliser des patifins & chaque étape. Le spectre de masse

MALDI-Tof du produit final témoigne de la présende produit désiré a m/z = 1249, identique

au composé majoritaire de la famille des,$@L naturels (Figure 39) en mélange avec des

sulfoglycolipides estérifiés par des acides gramlsa(de masses m/z < 1000, non montrées).

1
1500

1277
100+ 1249
—~ 80
g
2 60
(%2}
c
5 4 1151 1201
£ 1039 1067 1123 [11651193
204 J k 1207 333 1361
ottt u.,J .
0 = = T T T Mok
1000 1125 1250 1375
Masse (m/z)
100- 1249
—~ 80
g
2 60
(%2}
@
£ 404
£ 12771291
1207
20 - 1165 m l 1333
0 AM\_M..L\I l mlh‘l ,L ll‘u‘llk;&u
1000 1125 1250 1375

Masse (m/z)

1
1500

Figure 39: Comparaison des spectres de masse MALDI-Tof (muagmtif) @) des AgSGL
naturels avecR) le composé semi-synthétiqle.

Le pic a m/z = 1277 dans le mélange naturel (Fig8®&) correspond au méme

sulfoglycolipide que celui de masse 1249 mais acgle position 2 par un acide

octadécanoique. Un composé a m/z

= 1277 est égdlepnésent dans le mélange des
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sulfoglycolipides hémisynthétiques (Figure 39B),réisulte de la variation naturelle de la
longueur des acides hydroxyphtiocéranoiques (m ldaRigiure 36C).

Ce mélange de sulfoglycolipiddg a été testé sur cellules et il active des lymptescy
spécifiqgues des ASGL (cf. Chapitre 2). On a donc ici confirmé que kcSGL ont une
activité antigéniqué®

Bien que le mélangg7 soit actif, cette synthése n’est pas utilisablargmbtention de

grosses quantités de produits étant données lalefaid@lbondance des acides

hydroxyphtiocéranoiques dans I'enveloppe mycobietge.

En complément des premiers résultats sur les amedogortant des chaines linéaires, ces
résultats confirment I'importance des ramificatiange porte la chaine hydroxyphtiocéranique

pour I'antigénicité de la molécule.

Nous allons maintenant évaluer le role du groupérhgdroxyle en utilisant la fraction
obtenues d'esters non hydroxylés pour réaliser pémisynthése le sulfoglycolipide
correspondant.

d. Importance du groupement hydroxyle de I'acide hydphtiocéranoique

Il est maintenant intéressant d’étudier le role glaupement hydroxyle de la chaine
hydroxyphtiocéranoique. Est-il indispensable polantigénicité du composé ? Pour y
répondre, nous avons réalisé la synthése de sydfugides estérifiés par la fraction A
d’esters non hydroxylés obtenue suite a I'éthamotiess glycolipides naturels (Figure 37).

Ce mélange d’esters doit d’abord étre saponifiér polotenir le mélange d’acides
carboxyliques correspondants. Puis, en utilisarstiatégie de synthese des sulfoglycolipides
décrite précédemment, ces acides ont permis d'mhiarmélange de sulfoglycolipides semi-
synthétiquesl8. Cette famille a été analysée en spectrométriendsse MALDI-Tof afin
d’évaluer les espéces présentes. Bien que cetigsanae soit pas quantitative, tous les
sulfoglycolipides d’'une méme famille sont suppoagsir le méme comportement, et ainsi
établir quelles sont les especes majoritaires (Eig0A). Le pic le plus intense, a m/z = 897.4,
représente le sulfoglycolipide acylé par deux acilexadécanoiques et celui a 925.5, le
sulfoglycolipide acylé par un acide octadécanoigueosition 3 du tréhalose.
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Les deux pics a m/z = 1009.5 et 1049.6 correspdnaan sulfoglycolipides issus des
deux esters majoritaires présents dans la fractipres la colonne de purification. Le
sulfoglycolipide de masse 1009.5 est estérifiéypaacide mycosanoique (saturé), le deuxieme

par un acide mycolipénique,B-insature) (Figure 40B).

HO o)
HO
A HO :
0,50
897.4

+
100+ 1009.5 10*49.6 Na o
o] OH
s PO )y e
= 10215 o .
L 60+ 939.5 RO
(7]
5 9255 1037.6 -4 = -
£ 404 e : H H
- R'= ou =
- m m
20 \L 4 . n o n o
0 ... ‘L h = b h“ I ‘LWML—J‘“UH 939.5:m=13;n=0 1021.5: m=13;n=2
850 900 950 1000 1050 1100
Masse (m/z) 1009.5:m=15;n=1 1049.6:m=15;n=2
1037.6:m=14;n=2
B
HO 0 HO o]
HO HO
HO HO
0,50 0,50
Na* Na*
Q o)
/\/\/\/\/\/\/\/U\o /\/\/\/\/\/\/\)Lo
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\"/0 WWVV\M
acide mycosanoique o) acide mycolipénique o)

m/z = 1009.5 m/z = 1049.6

Figure 40: A. Spectre MALDI-Tof (mode négatif) du mélanij@ et interprétation des pics les
plus intenses ; * marquent les sulfoglycolipideyl@s par un acide insaturé ; 897.4 et 925.5

correspondent a des sulfoglycolipides estérifiés pa acide banal (hexadécanoique et
octadécanoique respectivemer). structure des deux sulfoglycolipides majoritaiceatenant
une chaine polyméthylée.

Ce mélange de sulfoglycolipidds3 active le clone de lymphocytes T spécifique des
Ac,SGL (cf. Chapitre 2). Ces résultats montrent quegdeupement hydroxyle n’est pas
nécessaire et suggerent que les substituants regtlig I'acide hydroxyphtiocéranoique

naturel jouent un réle important dans I'activitdigénique du compose.

Nous avons donc entrepris la synthese d’acidesnplyylés chiraux saturés afp
insaturés afin d'évaluer limportance des groupememéthyles sur l'antigénicité des
sulfoglycolipides.
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lll. Synthese d’acides gras polyméthylés

Les résultats précédents montrent I'importance sudsstituants meéthyles sur la chaine
lipidique située en position 3 du tréhalose. Nowma donc mis au point une synthese d’acides
gras polyméthylés saturés et insaturés afin d’étudius précisément l'importance de ces
ramifications sur I'antigénicité des sulfoglycotigis.

1. Littérature

De nombreux composés naturels, dont la biosynthaste intervenir différentes
polykétides, possédent des unités déoxypropiondemire 41)*> ® Parmi eux, I'acide
hydroxyphtiocéranoique est un acide gras dextroggraifié par plusieurs groupements
méthyles, les carbones asymétriques appartenargé&rie..*%*

HO ,,
Siphonariénone
NC

Borrelidine . .wCOOH

lonomycine

OH (0]

Acide hydroxyphtiocéranoique

Figure 41: Exemples de composés naturels contenant des wéitkypropionates.
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Ces vingt derniéres années, différentes méthodest@néveloppées pour synthétiser des
molécules chirales contenant des motifs polyprogies et polydéoxypropionates. Quelques

unes de ces stratégies sont décrites ci-desSous.

a. Par résolution d'un mélange racémique

Lors d’'une étude de la biosynthése des acides myes, Besrat al.en 1993, ont établi
une stratégie pour synthétiser un acide gragthylé a partir d’octadécan-1-ol.

Cette synthese permet de former un acideéthylé en mélange racémique, en faisant
intervenir un couplage de Wittig avec un ylure degphore. Puis une amidation par une

amine chirale permet de séparer les deux diassénd@ireS'® (Figure 42).

a
CiHe” OH 8 o C17H35/YLOEt —P - ¢ H35/gJ\OR — > c, H35/\1)J\

COOEt
CETP :PhiaP_ﬂ/ RNH, : N/k"Ph

Figure 42: Stratégie de synthése d'un aci® @-méthylé énantiomériquement pur élaborée
par Besraet al. a: 1) PCC, DCM, 2) CETP, DCM; b: 1),HPd/C, AcOEt, 2) KOH,
MeOH/H,0O ; ¢ : 1) (COCH, RNH,, DMAP, DCM, 2) HSQ,, dioxane/HO.

Une telle stratégie fournit les deux énantiomepgaement purs a plus de 98 %. Mais a
cause du dédoublement, le rendement total estailéie (22 %'%. Méme si cette synthése est
applicable a grande échelle, elle n'est pas adapléeynthése d’acides gras contenant plus de

deux substituants méthyles.
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b. Aldolisation asymétrigue d’'un énolate

Evans a été I'un des premiers a mettre au pointrdastions asymétrigues faisant
intervenir des énolates chiratX. Quelques exemples d’inducteurs chiraux (IC) qalil

développé sont représentés Figure 43.

HO
i JNp Lo JNp
N)H 0 N)H 0 N)H 0 N)H

Ph ~ Bn

IC.1 IC.2 Ic.3 IC.4

Figure 43: Structures de quelques inducteurs chiraux dépéepar Evan¥®

Les énolates correspondants sont obtenus avecaseefdrte, puis sont complexés avec
un ion métallique : le bore (BBOTH)'* ou le titane (TiC))*?? par exemple. Ils peuvent alors
réagir de fagon stéréosélective par substitutiariéaphile avec un aldéhyde pour donner un
composé ramifié en positiande I'imide (ou amide pouc.1) et substitué par un groupement
hydroxyle enB. La fonction alcool est mésylée puis une rédugtianLiAlH, permet de cliver
'oxazolidinone et de supprimer le groupement nmeggypour obtenir I'acide carboxylique
ramifié (Figure 44}

C.

w

Figure 44: Exemple d’aldolisation asymétrique pour syntletisn acidex-méthylé. a : LDA,
Bu,BOTf, THF, RCHO ; b : MsCl, py, DMAP ; c : LiAli] THF.
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Une acylation asymétrique sif£.4 permet de synthétiser un synthon dicarbonylé stabl
IC.5. L'énolate correspondant peut & son tour réagican aldéhyde (Figure 45}

Figure 45: Réaction d'aldolisation asymétrique sur une infléeétoniquelC.5 avec a : TiCj,
i-PL,NEt ou b : Sn(OT#, NEt; qui induisent des sélectivités différent&s.

Lors de ce couplage, la stéréosélectivité est ipdatement contrdlée par I'orientation du
groupement méthyle situé en positmme I'imide. Le centre chiral de 'oxazolidinonerpest
seulement de I'accentu&® Selon que I'on utilise le tétrachlorure de titame le ditriflate

d’étain pour complexer I'énolate, la stéréosélétiest différente (Figure 4557

L’intérét de cette réaction est d'introduire sté&ectivement en un cycle de réactions

deux substituants méthyles.

Ces réactions élaborées par Evans fournissent s bendements et de bonnes
stéréosélectivités a -78°C. En ce qui nous concégrealdéhydes a longue chaine ne sont pas
solubles a cette température et réaliser cettetiodaé plus haute température affecte la
stéreosélectivité. De plus, I'aldolisation introddiun groupement hydroxyle dont il faudra se

débarrasser.

c. Alkylation d'un énolate

Les synthons chiraux élaborés par Evans lui oneégent permis de mettre au point des
réactions d’alkylation asymétriqd& Notamment des composésamifiés ont été obtenus par
alkylation de ces énolates chiraux par des halagéitf De maniére générale, I'introduction
d’'un premier groupement propionyle sur une molécadtivée est réalisée avec un bon

rendement (80-98 %) et une trés bonne sélectigitd.(: 92-96 %). Cependant, I'halogénare
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alkylé obtenu n’est pas suffisamment électrophilergéagir une deuxieme fois sur I'énolate :

la sélectivité est maintenue mais le rendement pas bon.

Les énolates d’Evans manquent ainsi de réactiviééophile pour les alkylations.

Dans le cadre de la synthése de la (+)-siphonar&fieigure 41), Abiket al. ont utilisé
un inducteur chiral dont I'énolate est plus nuchitgy la N-propionylbenzopyrano-
isoxazolidinelC.6 (Figure 46)-%° Ils obtiennent des excés diastéréoisomériquesrisups a
97 % pour chaque centre asymétrique. L’énolate obseénu a partir dC.6 en utilisant
I’hexaméthyldisilazane de potassium (KHMDS) comraséb L’alkylation est réalisée, non pas
par un halogénure mais par un triflate, plus ndalge. Deux groupements propionyles sont

introduits de cette maniére.

: a b -
~ oTf * : OH

Siphonariénone

Figure 46: Synthése de la Siphonariénone élaborée par Adiilal.: utilisation d'un énolate
d’isoxazolidine pour les alkylations asymétriqii®sa : (C.6 + KHMDS), EtO, -78°C; b :
LiBH 4, EtOH-EtO ; ¢ : T£O, 2,64-Buypy.

Myers et al. décrivent un protocole mettant en jeu une propaharohirale dérivée de
pseudoéphédrind@.7) utilisable dans des synthéses itératives de mldéccontenant des

unités déoxypropionates’

Ph 2 a
\‘/\N 2 . HO/Y\/\
OH |

IC.7 d.e.: 98 %

T
O

Figure 47: Structure de I'amide chirale utilisée par Myast al. IC.7 et exemple d'une
alkylation asymétriqué?’ a : 1) LDA, LiCl,n-Bul ; 2) LiH,NBHs.
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L’énolate correspondant est obtenu avec le LDA.dDlorure de lithium est ajouté au
milieu, il permet d'accélérer la réaction et d’erdpér uneO-alkylation sur I'hydroxyle
(Figure 47). A 0°C, l'alkylation est rapide (< 1ure), fournit de bons rendements (75-90 %) et
une tres bonne stéréosélectivité (de : 94-98 % awne large variété d’halogénures d’alkyles.
Puis, différentes réactions de clivages permettatention d’acides carboxyliques, d’alcools,

d’aldéhydes ou de cétones optiquement pures.

Cette stratégie semble tres efficace, elle a diséat par Duffeyet al. pour la synthése de
la borrelidine (Figure 41

Pour la synthése de molécules a motifs déoxyprepésn Endergt al. utilisent une
hydrazone alkylée comme inducteur chii&l.8) : obtenue a partir d&Sf- ou (R)-1-amino-2-
(méthoxyméthyl)-pyrrolidine (SAMP ou RAMBY (Figure 48).

_N
HZN/N —2 - NI ?
OMe H OMe

SAMP (S)-Ic.8

f e d
.................... KY\OH

Figure 48: Stratégie d’alkylation asymétrique utilisée pardErset al**° a: Propanal ; b :
(IC.8 + LITMP), THF, -78°C ; c: Mel, HCI ; d : BEMe,S ; e : 1) NQPhSQCI, py, DMAP,
DCM, 2) Lil, THF puis pentane, -78°C.
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L’hydrazonelC.8 est convertie en azaénolate de lithium par actiome base forte
(2,2,6,6-tétraméthylpipéridure de lithium, LiTMPYip réagit avec l'iodure de propyle pour
donner une nouvelle hydrazone alkylée avec un eXiedséréoisomerique de 94 %. Le clivage
de celle-ci en milieu acide donne l'aldéhydeméthylé dont la configuration absolue du
carbone asymétrique eSt Puis aprés réduction en alcool et iodation, Liedobtenu peut
réagir a nouveau sur I'azaénolate. Ce cycle peatrépété autant de fois que I'on souhaite, en

maintenant un bon rendement et une bonne stérétgibéed’alkylation.

d. Substitution allyligue (') asymétrique

Une substitution nucléophile asymétrique sur cagballyligue a été développée par
Spinoet al. et adaptée pour la synthése de fragments d’ioniomy€igure 41}3! L'inducteur
chiral utilisé (C.9), dérivé de la menthone, réagit avec le dérivénaygaivré detert-
butoxymeéthyllithium pour donner exclusivement lemgmsé C-méthylé (Figure 49). Un
clivage a l'ozone permet d’obtenir I'aldéhyde cspendant, puis liodure est facilement

généré afin de recommencer le cycfe.

N _a = Ot-Bu b I/Y\Ot-Bu
. 2 de:99.5%
C
I/Y\‘/\Ot-Bu L = Ot-Bu

de: 98 %

I
(]
I

Figure 49: S2’ asymétrique développée par Spetal. a :t-BuOCHCUCN, THF ;b : 1) @
NaBH,, 2) I, PPh ; ¢ :t-BuLi, EtO,, CUCN, THF IC.9."%?

Cette méthode de synthése, par itérations sucesssiv cycle, permet I'obtention de
molécules polyméthylées avec un rendement de 7&ar%tyzle et une bonne stéréosélectivité

(>100:1 pour chaque centre asymétrique).
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e. Addition conjuguée 1,4

Williams et al, dans leur synthése de la capensifuranone (Figije introduisent
stéréospécifiguement les ramifications méthylesuparaddition sur une oxazolidinone chirale
(Figure 50):*3 Cette addition asymétrique nécessite la préparatisitu d’un organocuprate,

qui réagit régiosélectivement en 1,4.

0 o : o) 0
~AA e A
- -
Ph Ph

Figure 50: Addition 1,4 sur une oxazolidinori& a :nPrMgBr, CuBiSMe,, BF; OEb, THF, -78°C.

Cette réaction fournit le compogmeéthylé avec un rendement de 85 % (en isomere

souhaité) et un exces diastéréoisomérique assegsteode 82 %.

Des additions en 1,4 sur des thioesters ont égalegté publiées, catalysées par le
réactif de Grignard (cat., Figure 5£f.Elles donnent en moyenne de meilleurs rendemetts,

une meilleure stéréosélectivité.

(@] (@] (@]
POM _)a POM —>b’ ¢ POM
SEt SEt SEt

‘(a,b,c)x5+a

(0]
HO g, h PON d,e,f poM
7 CuH,y, < 7 "CoHye 7 SEt

Figure 51: Synthése de l'acide phtiocéranoique par terHetrsal> a: MeMgBr, cat.t-
BuOMe, -78°C ; b: DIBAL-H, -78°C; c: BRCHCOSEt; d: DIBAL-H; e: TsCl, py; f:
Ci4H20MgBr, CuBrSMe,; g : NBuF ; h : RuC}, NalQ,.

Tres récemment, la premiére synthése de l'acidéogéranoique a été publiée par
terHorstet al.>*® Ils utilisent cette méthode itérative d’additiop Bur un thioester conjugué
pour introduire de maniére stéréospeécifique lestiulants méthyles. Puis, la partie linéaire de

I'acide est ajoutée en fin de synthese (Figure 51).
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2. Stratégie utilisée

Notre objectif est de synthétiser des acides gatsirés ow,B-insaturés, ramifiés par de
un a cing groupements méthyles. Les atomes de madsymeétriques de ces composés sont de

configurationS et la difficulté est d’obtenir ces molécules auee pureté optique maximale.

Parmi les stratégies décrites ci-dessus, la phdutive est celle élaborée par Bestal.
qui met en jeu un dédoublement diastéréoisomérifugtant donné le faible rendement avec
lequel on introduit un seul substituant méthyl&e ekt difficilement applicable a la synthése de
composeés polyméthylés. Cependant, nous l'avonssasil pour l'introduction du premier
groupement méthyle, ce qui nous a permis d’obtiesirdeux énantiomeres afin d’évaluer le

réle de la configuration absolue des atomes deooarlFigure 52).

Pour les ramifications méthyles suivantes, il giais judicieux d’appliquer une méthode
stéreospécifique pour éviter de perdre trop dewpt@dchaque cycle. En effet, elles mettent en
jeu moins d'étapes et de meilleurs rendements yae sont obtenus. Dans la littérature, les
exces diastéréoisomérigues ne sont jamais déaris lé cas de la synthése d’acides gras. Ces
synthéses sont généralement réalisées a -78°C (iG]l températures pour lesquelles la
stéreosélectivité est meilleure. Mais les acideas gne sont pas solubles a de telles
températures, ce qui implique de travailler a dempératures supérieures, la pureté

diastéréoisomérique est par conséquent altérée.

Des essais d'aldolisation asymétrique ont été mengss il s’est avéré que le
groupement hydroxyle introduit était difficile a lewer. L'application d'une alkylation
asymetrique résout ce probleme. Celle élaboréeEpans, comme on l'a vu, nécessite des
halogénures activés et n'est plus efficace a paetifintroduction du deuxieme méthyle. Notre
choix s’est alors porté sur celle décrite par Esdpri donne des résultats satisfaisants a des
températures entre -40 et -25°C. De plus, elléagde a mettre en ceuvre, I'étape limitante est
I'alkylation mais toutes les autres (clivage de faygtne, réduction et iodation) sont rapides et

guantitatives (Figure 52).
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(0]
R/YWLOH
o o]
a
R OH R X OH

Figure 52: Stratégie utilisée pour la synthese des acidas golyméthylés. a : élongation par
réaction de Wittig ; b : dédoublement par formatim diastéréoisomeéres ; ¢ : élongation par

alkylation stéréospécifique.
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3. Syntheése des acides polyméthylés chiraux

Certains acides ont été synthétises a partir dex&tiécanol (¢) et dautres de
'octadécanol (Gg). Toutes les synthéses sont décrites sans diffiéreles deux cas, dans les

schémas R = {gH3;1 ou G/Hss. Les détails sont donnés en partie expérimentale.

a. Introduction du premier groupement méthyle par dage de Wittig
puis dédoublement

Apres oxydation de I'alcool (hexadécan-1-ol ou détan-1-ol) par le chlorochromate de
pyridinium (PCC), l'aldéhydel9 réagit avec le carboéthoxyéthylidenetriphénylphosane
(CETP) afin d’allonger la chaine tout en introdaiske groupement méthyle en positierdu
carbonyle. Les deux isomeres Z et E de I'esterugug20 sont obtenus dans les proportions
10/1 environ avec un rendement de 90 % pour leg geemiéres étaped® D'une part, une
saponification permet de donner l'acide insatéD’autre part, une hydrogénation catalysée
par du palladium sur charbon activé permet de rédiai double liaison pour conduire au
meélange des deux esters énantiomgg4sJne hydrolyse basique méne au mélange racemique

de I'acide carboxylique correspond@(Figure 53).

CETP: COOE o

.
P PCC Q =
R* OH = J\ E—— R OEt 20
R H
19
Hz'Pd/C/ \HO'
0 o}
HO-
R OH = R OEt R™ ™ OH

23 22 21

R =CygH;, ou Ci7Hys

Figure 53: Synthése des acides grasnéthylés insaturézl et satur@3.
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Afin de s’assurer que cette synthése conduit adyira-méthylé pur, on analyse 'ester
22 en chromatographie en phase gazeuse couplée spangométrie de masse. La premiéere
permet, d’'une part, de vérifier la pureté du prodbienu, et d’autre part, de vérifier le nombre
d’atomes de carbone de la molécule par comparaigen des esters standard linéaires ayant le
méme nombre de carbone. En effet, le paramétreipahqui détermine la rétention est la

masse du produit et non sa structure.

De plus, les esters ont la particularité de seraéger en spectrométrie de masse
(réarrangement Mc Lafferty, Figure 54). Celui-citne® évidence le groupement méthyle
ramifié ena du carbonyle. En effet, pour un ester linéairepie a m/z = 88 est le pic
majoritaire. Dans notre cas, il est a m/z = 102ci@enfirme la présence d'un produit

méthylé.

H. 1t +
0 OH ] _
A — m/z = 88
O—Et “O—Et

+ .
R H‘o _I OH —|+

B . He—=< miz = 102
O—Et O—Et

Figure 54: Réarrangement de Mc Lafferbh. pour un ester linéaireB. pour un esten-
méthylé.

Pour obtenir une molécule optiquement pure, noosigprocédé a un dédoublement par
formation de diastéréoisoméres. Apres activatioBadéde par le chlorure d’oxalyle, celui-ci a
été couplé a une amine chirale, R-phénylglycinol, pour obtenir les deux amid&sSj 24 et
(R,R) 25 séparables par chromatographie sur colonne @e.skla pureté de chacune des deux
amides est vérifiee par CCM et RMN. Le doublet espondant aux protons du groupement
méthyle n’'a pas le méme déplacement chimique dalaopnfiguration absolue du carbone en
a. On estime la pureté supérieure a 98 %. Enfinhytolyse acide de chacune des amides
conduit aux deux acidesS)(26 et R) 27 séparés (Figure 55). La mesure de leur pouvoir
rotatoire permet de confirmer la configuration dbealu carbone asymétrique : I'acigé est

dextrogyre eR7 lévogyre'®
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Apres réduction de ces deux acides pour obtenialEls correspondants, la premiere
partie de ce cycle est réitérée, sans I'étape ddgéhation, pour arriver aux acides insaturés

30et31 (Figurebb).

0 o H o H
—»l) (COCI)2 S )\ /\R/U\ )\
OH \""Ph + . \''Ph
R 2 R N ‘cH,oH RO T N Tonow
H N/kl 'Ph )
23 2" CH,0H 24 25

0] (0]
[0],2 = + 9.5 S /\R/U\ (0], =- 8.7
(c=1.0, CHCl,) R OH R™ > “oH (c = 1.0, CHC,)
26 27
1) BH/THF 1) BH/THF
2) PCC 2) PCC
R=CygHsy 0u Cy7Hgg 3) CETP 3) CETP
4) HO' 4) HO"
(0] O
S R
R A OX R A OH
29: X =Et 31
30:X=H

Figure 55: Dédoublement permettant de séparer les acidmagthylésS 26 etR 27. Synthése
des acides insaturés diméthylés corresporgiaat31.

b. Méthode stéréospécifigue d’Enders

Pour ajouter des autres groupements méthyles, tratége a été mise au point faisant

intervenir une étape de couplage stéréospécifiqureiddure sur un azaénolate.

L’acide 26 obtenu précédemment est d’abord réduit en al28gbar une solution de
borane (BH) dans le tétrahydrofurane (THEf. Puis I'iodure correspondaB® est synthétisé
de facon quantitative dans les conditions de Garggl'*” avec du diiode §), de la

triphénylphosphine (PBhet de I'imidazole dans le toluene (Figure 56).
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0
a C,H OH b C,H |
Clngl/ﬁ/U\oH —_— 15 Sl/Y\ —_— 15" 31

26 28 32

Figure 56: Synthése de liodur@2. a: BH/THF, 98 % ; b: 4, PPh, imidazole, toluéne,
130°C, 93 %.

L'inducteur chiral33 est préparé a partir d&{1-amino-2-(méthoxymeéthyl)-pyrrolidine
(SAMP) avec du propanaf (Figure 57).

H,N

O /’\lq
H / H|
OMe

SAMP 33

Figure 57: Préparation de I'inducteur chiral (92 %).

Pour realiser le couplage, on prépare situ I'énolate de lithium de33 avec le
diisopropylamidure de lithium (LDA) & 0°C dans I&1F**® Puis I'iodure32 est ajouté a -
50°C, agité une heure a cette température puisélaisute la nuit a -25°C. On obtient
I'hydrazone alkylée84 de configuration (8 avec un rendement de 70 %. Le rapf®R est
d’environ 94/6 calculé & partir du spectre RMiNpar intégration du pic de H-1, d’ot un excés
diastéréoisomérique de 88 %. Dans la littératuseerces est décrit supérieur a 96 % mais la
réaction est réalisée a -78 ou -100°C pour le bhedane. L'iodure32 n'est soluble qu'a

partir d’environ -30°C.

Le clivage de I'hydrazone est réalisé dans un ng&labiphasique éther de pétrole /
solution aqueuse d’acide chlorhydriqgue 4 M et cdndul’aldéhyde 35 ramifié par deux
groupements méthyles.
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A ce niveau de la synthése, trois chemins différennt possibles (Figure 58) :

- une oxydation par le réactif de Jolé¢CrOy/H,SOy) dans I'acétone permet d’obtenir
'acide saturé36. De cette facon, apres une ou deux itérationsydle supplémentaires, nous

avons pu synthétiser les acides satdf@st50.

- une addition de Wittig avec I'ylure de phosphorel®Hutilisé précédemment (Figure
55) suivi d’une hydrolyse basique conduit a I'acidsaturé portant un groupement meéthyle

supplémentaire. Ainsi nous avons synthétise ledeasdB, 45 et52.

- une réduction de l'aldéhyde avec BHHF conduit a I'alcool39 qui peur étre
transformé en iodure et réagir a nouveau sur letelur chiral 33 afin d’introduire un

groupement méthyle supplémentaire.

N
RNf\I _a, |
32: R " 34:n=1

n
40:n ﬂ.in=2
4_7:[’] 4_8.n:3

5 35 S
i u
w N

i 35:

e 42:

R N H =<

RWOH - W 49:

R =CygH;, 0u CyHgg

36:n=1 38:n=1
43:n=2 45:n=2
50:n=3 52:n=3

Figure 58: Schéma de synthése des acide gras polyméthylinpaalkylation stéréospécifique.
a:33, LDA, THF, -25°C; b: HCI 6M ; ¢ : CETP puis KOHl : CrQ/H,SO; ; e : BH/THF ;
f: I, PPh, imidazole, tolueéne, 130°C.
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c. Cas particulier de 'acide (8,6S)-2,4,6-triméthyloct-2-enoique

Cet acide court a été synthétisé de fagon analaguerécédents a partir d8)<1-iodo-
2-méthylbutane commercial. L’alkylation stéréosfigae qui permet d’introduire le deuxieme
groupement méthyle conduit a I'hydrazone alkyd@eavec une excellente diastéréosélectivité
(le composé ([R) n'est pas visible en RMN du proton). En effetus@vons pu réaliser cette

réaction a -78°C.

oy
N OMe (0]
a | b
/\‘/\I _a o _ b5 N ox
53 54: X =Et

55:X=H

Figure 59: Synthese de I'acidgb. a :33, LDA, THF, -78°C, 66 %, e.d. : 90 % ; b : 1) HQW6
2) CETP, 49 %, 3) KOH, 78 %.

L’aldéhyde obtenu aprés hydrolyse acide est trdatile il est aussitdt engagé dans la
réaction d’addition de Wittig avec le CETP. Enfimeuhydrolyse basique de I'estet conduit
a I'acide55 (Figure 59).

d. Cas particulier de 'acide (S)-2,4,6-triméthyltét@s-2,4-diénoique

Comme nous le verrons dans le chapitre 2, lesglytfolipides estérifiés par des acides
a,B-insaturés stimulent les lymphocytes T spécifiqdes AgSGL. Il est alors intéressant
d’étudier l'effet du nombre de doubles liaisons IBcide sur l'activité antigénique du
sulfoglycolipide. Pour cela nous avons synthétigeide ©)-2,4,6-triméthyltétracos-2,4-

diénoique.
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o 1) DIBAL-H, -20TC 0
2) PCC
C,Hye ~ OFEt 3) CETP C,Hyg NN OH
4) HO"
29 58

Figure 60: Synthese de I'acidg8 avec deux doubles liaisons.

L’acide 30 ne peut pas étre réduit en alcool parsBHF, comme ce qui a été fait dans
les synthéses de tous les acides gr@ismonoinsaturés. En effet, BH’additionne sur les
doubles liaisons. Dans la littérature, la réductitun acide carboxylique conjugué (acide 2
méthylhepta-2,6-dieénoique) en alcool est décritecale tétrahydruroaluminate de lithium
(LAH) dans le THF & température ambialftDans ces conditions, I'aci®9 ne réagit pas.
Le diisobutylaluminium (DIBAL-H) est alors utiliséomme réducteur sur I'est@9 qui est

plus réactif que l'acide.

Une telle réduction aurait d0 permettre avec 1 \édent de DIBAL-H d’obtenir
directement l'aldéhyde a -78°C mais I'es9 n’est pas soluble dans le toluéne a cette
température. A -20°C, la réduction ne s’arréteg#aldéhyde. Il faut donc traiter I'ester avec

2.5 équivalents de DIBAL-H pour obtenir quantitativent I'alcool correspondafit:

Puis une oxydation avec PCC, un couplage avec TEPGE enfin une hydrolyse basique

conduisent a I'acidg8 (Figure 60).

Nous avons mis au point une synthése d’'acides mahytés chiraux saturés etp-
insaturés qui met en jeu une alkylation stéréo$ipéei d’'un azaénolate. Pour ces acides gras,
chaque centre asymétrique introduit est obtenu awecrapportS/R de 94/6, les

diastéréoisomeéres n’ayant pas pu étre séparés.

Ces acides ont servi a la synthése de sulfoglyidepdiacylés. La série d’analogues
obtenue a permis d’étudier l'influence de la stnoetdes chaines lipidiques sur I'antigénicité

de la molécule.
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IV. Synthése des sulfoglycolipides diacylés

L’étude des sulfoglycolipides acylés par des clwmiliréaires a mis en eévidence
limportance des substituants méthyles de l'acigdrbxyphtiocéranoique pour I'antigénicité

du composé. Ce résultat a été confirmeé par I'étledeanalogues obtenus par hémisynthése.

Afin d’étudier plus en détail le role de la struetule la partie lipidique sur I'antigénicité
des sulfoglycolipides, des acides gras polyméthglés été synthétisés. lls ont permis la
synthese d’'une famille d’analogues des sulfoglyedés diacylés mycobactériens ¢86GL).

La stratégie de synthese utilisée est celle dédaits le paragraphe I.

Plusieurs aspects ont pu étre abordés :

* Le nombre de ramifications méthyles

Les sulfoglycolipide$2, 66, 70 et 74 ont été synthétisés a partir des acides saturés-mno

(23), di- (39), tri- (43) et tétraméthyléb0) respectivement (Figure 61).

IRISISID
5553
m o 1 n
w Nk O
IRISISIVIS
S5 55 5
| | R | B |
A W N P O
I

Figure 61: Sulfoglycolipides synthétisés pour I'étude demliortance du nombre de
substituants méthyles et le nombre de double ligisB = GsH3z; ou G7Has.
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*« Le nombre de doubles liaisons

De la méme maniére que pour les acides saturéa,déssaturé21 (mono-),30 (di-),
38 (tri-), 45 (tétra-) et52 (pentaméthylé) ont conduit aux analogd8s82, 86, 90 et 94 pour
etudier I'effet des doubles liaisons sur I'activatétigénique (Figure 61). Dans le cas des acides
insaturés, I'acylation du tréhalose a donné de mbons rendements en moyenne (28-48 %)
gue pour les acides saturés (49-68 %), leur élelnilie étant diminuée par l'effet de
conjugaison di a la présence de la double liaismtore moins électrophile, I'acides,
possédant deux doubles liaisons conjuguées, nfestiértréhalose qu’'avec un rendement de
25 %, pour la synthese du sulfoglycolip@(Figure 61).

* La chiralité des acides gras

L'importance de la configuration absolue des atodeesarbone asymétriques est évaluée
grace a la synthése du sulfoglycolipl? estérifié par I'acid@1 (Figure 62).

Figure 62: Analogue synthétisé pour montrer 'importancdalehiralité de la chaine lipidique
estérifiant la position 3.

* Les longueurs des chaines

Nous nous sommes intéressés a l'influence des &mgude chaines sur le chargement
des sulfoglycolipides dans la protéine CD1b etleur activité antigénique. Pour cela, nous
avons synthétisé l'analoguE)6 estérifié en position 3 par l'acide triméthy (Cs) ; les
analogued.12 et118 qui different par la longueur de la chaine linéaituée en position 2 3C
et G4 respectivement ; et enfin, I'analoglig8 acylé par deux acides gras de longuews C
I'acide octanoique et l'acideb (Figure 63).

82



Chapitre 1. SYNTHESE D’ANALOGUES DES SULFOGLYC@#SI DIACYLES MYCOBACTERIENS

112:R=CHy
= 118:R=CyH,, ==

[N
o
[N
(o]

Figure 63: Sulfoglycolipides estérifiés par des acides gmaslifférentes longueurs.

* Localisation des chaines

Pour étudier le positionnement du glycolipide ddasprotéine CD1b, nous avons
synthétisé le composi4, estérifié en position 2 par I'acide diméth@@ et en position 3 par
'acide hexadécanoique. Le sulfoglycolipid@4 est 'isomére deB2, dans lequel les deux

chaines sont permutées (Figure 64).

Figure 64: Structure de I'analogug&24 pour I'étude du positionnement de I'antigéne diass
poches de CD1b.

Ainsi, seize analogues contenant des chaines ptily@é ont été synthétisés. lls
partagent tous la méme structure de la partie i@plai savoir uru,a-D-tréhalose, sulfaté en
position 2’ et diacylé sur les positions 2 et 3,ddferent par la structure de leurs chaines
lipidiques. Un tableau récapitule toutes les stmed en Annexe 1.

Le chargement dans la protéine CD1b ainsi que iViget antigénique de tous ces

sulfoglycolipides ont ensuite été testés.
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ACTIVITE ANTIGENIQUE DES
SULFOGLYCOLIPIDES DE SYNTHESE

Pour chacune des molécules synthétisées, le chamgatans la protéine CD1b vitro
ainsi que son activité antigénique sur les lymplexyl ont été testés. Les résultats obtenus ont
permis de mieux comprendre certains mécanismes cmalgées intervenant dans la
présentation des antigenes par la protéine CDilaret la reconnaissance des complexes ainsi

formés par le récepteur des lymphocytes T.

|. Tests réalisés sur les analogues

1. Chargement des sulfoglycolipides de synthése damsgdrotéine CD1b

La formation des complexes ainsi que les analyselectrophorése (IEF, isoelectric
electrofocusing) sur gel ont été effectués a I'lRE® Luis F. Garcia-Alles et les analyses par

électrophorése capillaire (clEF), par Thérese Boatahs I'équipe.

Le domaine extracellulaire soluble de la protéifiELE humaine (shCD1b) a été exprimé
dans des cellules de souris et purifié par chrographie d’affinité anti-CD1B’ Elle est, & ce
moment la, chargée par deux lipides endogenesaseuine molécule de phosphatidylcholine
et un autre lipide contenant de 41 & 44 atomesad®ne de structure exacte inconiliea
protéine shCD1b est ensuite incubée avec |eS@L naturels ou les analogues synthétiques a
37°C et pH 4 pendant 6 heures. Dans une deuxiéneedéxpériences, les sulfoglycolipides
sont mélangés a un milieu détergent contenant 10deMaurocholate puis incubés avec
shCD1b pendant une heure a 37°C et pH 5.

Le chargement des sulfoglycolipides dans la pretéist contrdlé par électrophorése sur

gel et évalué quantitativement par électrophorapélaire.
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Comme les sulfoglycolipides sont chargés négativente complexe shCD1b:SGL a un
point isoélectrique différent de celui du compldrdial, et par conséquent une migration
électrophorétique difféerente. Effectivement, la tpnoe shCD1b initiale montre une seule
bande en analyse IEF et un seul pic en clEF, stjler shCD1b est incubée avee@GL, une
deuxieme bande, plus acide, apparait sur le geimBrme, un pic supplémentaire est détecté

par électrophorése capillaire a un temps de manraiius élevé. (Figure 65).
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Figure 65: A. Analyse par IEF sur gel des ASGL chargés par la protéine shCD1b. a)
Incubation pendant 6 h a 37°C, pH 4.0; b) Inculmapendant 1 h a 37°C, pH 5.0, en présence
de 10 mM de taurocholat®. Electrophérogramme obtenu dans le cas d'une aimub de
shCD1b avec les ABGL, en présence de taurocholate par électropharaésiflaire (Sl :

standard interne).

De facon générale, les sulfoglycolipides se chdrgaaux en présence de taurocholate.
En milieu aqueux, les sulfoglycolipides s’organisen micelles et I'ajout de détergent permet
de libérer les molécules qui sont ainsi plus digges pour étre prises en charge par les

protéines. Les analyses par clEF ne sont réaliggespour les incubations en présence de
taurocholate.

Par l'intégration des pics de I'électrophérogramime,peut calculer le pourcentage de
protéines shCD1b chargées. Dans les cas dgSGAg le taux de chargement est mesuré a

70 % (Figure 65B).

Ces méthodes ont ensuite été utilisées pour tauanalogues synthétisés ce qui nous a
permis d’évaluer gualitativement et quantitativemintaux de chargement des différents

composeés dans la protéine shCD1b. Ces résultatsmsmirés en Annexes 2 et 3.
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2. Activation d’une lignée cellulaire de lymphocytes Tspécifiques des ASGL

Tous les composés synthétisés ont été testés guauadtivité antigénique sur une lignée
cellulaire de lymphocytes T spécifique des,®GL, Z4B27%® Celle-ci a été obtenue par
'équipe de Gennaro De Libero a Béle (Suisse) dagquelle nous collaborons et toutes ces
expériences ont été effectuées par Anthony Collmeontorant dans cette équipe. Les tests
d’activation ont été réalisés de deux maniéres stdfoglycolipides étaient présentés soit par
la protéine soluble shCD1b, sous forme de complésasésin vitro, soit par des cellules

dendritiques.

a. Antigenes présentés par des cellules dendritiques

Des cellules dendritiques humaines exprimant urx tamoportant de CD1b ont été
utilisées en tant que cellules présentatrices janés pour stimuler les lymphocytes T
spécifiqgues des ASGL (Z4B27) en présence d’'une quantité croissaateutfoglycolipides.
La quantité d’'IFNy sécrété par les lymphocytes T, mesurée par tedSAlest représentative

du pouvoir antigénique du composeé (Figure 66).

Cellules

dendritiques
g:;N\»L
e &
ncubation e N 0 Mesure d'IFN-y
+ = 0% — "
/ ’ S secrété
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Lymphocytes T
Z4B27

Figure 66: Principe du test d'activation des lymphocytesar [es sulfoglycolipides présentés

par des cellules dendritiques. L'activité antigémigest proportionnelle a la quantité d’IN-
sécrété.

Les résultats de ces expériences sont détaillés ploacun des composés dans le

paragraphe II.
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b. Antigenes présentés par la protéine humaine CDlibso

Les complexes shCD1b:SGL, tels qu’on les a utils@s les expériences d’lEF, ont été
testés sur les lymphocytes T Z4B27 afin de s’assgue le complexe formé vitro était

analogue a celui formé dans les cellules dendesqu

Les complexes sont fixés dans des puits de plagigAEet on ajoute les lymphocytes T.
La quantit¢é de GM-CSF (facteur stimulant les casnde granulocytes et macrophages)

secrété est mesurée par un test ELISA (Figure 67).

Lymphocytes T
74B27

M

O

Complexes ¢ GM-CSF
shCD1b:SGL

Mesure de
GM-CSF secrété

Figure 67: Principe du test d'activation des lymphocytes dr pes sulfoglycolipides en
complexe avec la protéine shCD1b. L'activité antigée est proportionnelle a la quantité de
GM-CSF sécrété.

Le complexe shCD1b:ASGL formé in vitro est reconnu par le clone Z4B27 de
lymphocytes T, ce qui montre que les complexes ésrin vitro sont identiques a ceux
présentés a la surface de la cellule dendritiquees Bkpériences de chargement sont alors

validées.

Ceci montre également que les sulfoglycolipidesutgissent pas d’apprétement dans la
cellule présentatrice d’antigenes avant d’étre gésmdans CD1b.

De plus, nous avons étudié l'influence du taux ldergement des sulfoglycolipides dans
la protéine sur la stimulation des lymphocytes &s lcomplexes actifs shCD1b:/&GL ont
été mélangés avec une quantité croissante de mEstéion chargées tout en maintenant la
concentration totale de protéine constante. Chagglange a été testé sur les lymphocytes T
Z4B27. Ceux-ci sont environ trois fois moins stiégailorsque le taux de chargement diminue
de 100 a 70 % et ne sont plus activés a 50 % (&i§8j. Ceci montre la corrélation directe
entre la quantité de complexes actifs et la stittariades lymphocytes T suggérant un effet
cluster nécessaire a la stimulation des lymphockytes
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Figure 68: Activit¢ du complexe shCD1hb:A8GL en fonction de la concentration en
complexes actifs.

Les résultats pour chaque complexe shCD1b:SGLmontrés en Annexe 4. lls ne sont

gue qualitatifs, les concentrations en protéineargdes sont différentes pour chacun des

mélanges utilisés, les activités ne sont donc pagparables.

[I. Résultats

1. Les sulfoglycolipides contenant deux chaines linéas

Les expériences par IEF ont montré que les traadognes?, 12 et 16, estérifiés par un
acide linéaire en position 3, se liaient a shCDHismavec des taux de chargement différents.
Les composég et12, acylés par les acides « courts »g{Cforment des complexes a des taux
similaires aux AgSGL (60-80 %, Annexe 2 et 3). En revanche, I'anaéol6 ne se lie qu'a
20 % des protéines, indépendamment des conditemhargement. Ce résultat est surprenant
car le sulfoglycolipidel6 est, parmi ces trois, celui dont la structurelasplus proche des

sulfoglycolipides naturels.

Les activités antigéniques de ces trois composégténévaluées sur les lymphocytes T

Z4B27, aucun n’est reconnu par le récepteur deplytytes T.

Ces résultats montrent que la présence d'une cHaldaire a la place de l'acide
hydroxyphtiocéranoique altere I'antigénicité deralécule et suggerent que les substituants
méthyles de l'acide estérifiant la position 3 dwehalose sont nécessaires pour la

reconnaissance du complexe CD1b:SGL par le récegésuymphocytes T.
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Ces données sont assez inattendues puisque Ma@dyavaient montré, dans le cas du
GMM, que, quelque soient les motifs présents entipos distale et proximale de l'acide

mycolique, le GMM stimulait les lymphocytes®T.

2. Hémisynthese

Le mélange 17 de sulfoglycolipides obtenus par hémisynthése adles acides
hydroxyphtiocéranoiques, contient le composé ntajogi des AgSGL selon le spectre de
masse MALDI-Tof en mode négatif. Comme attendum@ange active les lymphocytes T

Z4B27 (Figure 69).

Le mélang€el8, contenant majoritairement des sulfoglycolipidsegefies par des acides

mycosanoiques et mycolipénigues (Annexe 1), stiraussi les lymphocytes T (Figure 69).

3000

’g = Ac,SGL
g —-— 17
-

pd - 18
L

Antigéne ([g/mL)

Figure 69: Résultats des tests d'activation des compibgéxt 18 obtenus par hémisynthése.

Le fait que la quantité d’IFN-produite soit inférieure pour les mélandeset 18 que
pour I'antigéne naturel s’explique par la présede@s ces mélanges de sulfoglycolipides
estérifiés par des chaines linéaires, composésrésoimtactifs dans le paragraphe Il.1. Par
conséquent, la concentration en complexes actis surface des cellules dendritiques est
diluée, ce qui diminue de fagcon importante la station des lymphocytes T (Figure 68). Ces
résultats montrent ainsi limportance des groupdmenméthyles de [l'acide

hydroxyphtiocéranoique sur I'antigénicité des sglijoolipides.
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3. Le nombre de substituants méthyles contrble I'activé antigénique des
sulfoglycolipides

Le chargement des chacun des analo@2e$6, 70 et 74 par la protéine shCD1b a été
déterminé par IEF et comparé a celui de l'antigaaterel. lls se lient a la protéine CD1b avec
le méme pourcentage que le composé naturel, en8@®b, constant pour tous les analogues

de cette famille (Annexe 3).

En revanche, pour les sulfoglycolipid& 82, 86, 90 et 94, acylés par un acide gragfi-
insaturé, le pourcentage de protéine chargée sed#gendre du nombre de ramifications
meéthyles. En effet, le chargement diminue de 80 ® &6 quand le nombre de méthyles
augmente de 1 a 5 (Annexe 3). Il est difficile gikguer ce résultat, d’autant qu’il semble

spécifiqgue des molécules contenant une chaineunésat

En ce qui concerne le pouvoir antigénique de t@sscomposes, les résultats des tests de
stimulation des lymphocytes T montrent, de faconéggéle, que l'activité augmente avec le
nombre substituants méthyles, que ce soit pouariesogues contenant une chaine saturée ou

insaturée (Figure 70).
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Figure 70: Activité antigéniqueex vivodes sulfoglycolipides de synthése par mesure de la

quantité d’'IFNy produite par les lymphocytes T Z4B27, spécifigdes AgSGL. A. Activité
des analogue2, 66, 70 et74 contenant un acide polyméthylé satur8 etles analogu€e&s, 82,
86, 90 et94, acylés par un acide grag-insaturé.

La courbe représentative de l'activité des,2GL n’est pas montrée ici mais, a titre
indicatif, environ 2500 pg/mL d’IFN-sont mesurés pour une concentration d’antigéne de
3ug/mL. On peut remarquer que les compo86s acylé par l'acide (@6S89-2,4,6,8-
tétraméthyltétracos-2-enoique, eP4, acylé par lacide (@6S8S109-2,4,6,8,10-
pentaméthylhexacos-2-enoique, ont une activitéaimi
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4. Importance des doubles liaisons

En comparant maintenant les activités des sulfadjlyicles estérifiés par un acide saturé
par rapport a ceux estérifiés par un acide grgsnsaturé, on montre, pour un méme nombre
de substitutions méthyles, les acides conjugué$eamt aux sulfoglycolipides un pouvoir

antigénique supérieur (Figure 71).
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Figure 71: Pourcentage d’activité des analogues synthéfiaésapport aux ASGL naturels.
Mise en évidence d’'une stimulation plus importades lymphocytes T dans le cas des
sulfoglycolipides acylés par un acide contenantdmgble liaison conjuguée.

Ainsi, alors que les sulfoglycolipides estérifiéa ples acides insaturés sont actifs a partir
de deux groupements méthyles, ceux contenant dgdaeshsaturées le sont a partir de trois

ramifications méthyles.

Le composé&8, contenant un acide gras avec deux doubles ligisstimule le clone

Z4B27 de facon équivalente au composeé saturé (& igiy.
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Figure 72: Comparaison des activités des sulfoglycolipidaériiés en position 3 par un acide
triméthylé saturéq0, rouge), mono-insatur@®, bleu) et di-insaturédg, orange).
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Pour un nombre de ramifications méthyles donné, ptaivoir antigénique des
sulfoglycolipides est maximal pour les composédémcgn position 3 par un acide grag-
insaturé. Ce résultat est trés intéressant posyrithése chimique d’analogues actifs puisque
ces acides gras contiennent un centre de chieadit@oins par rapport aux molécules saturées.
Toutefois, les origines de ce gain d’activité rast@expliquées étant donné que le composé

naturel est estérifié par un acide gras saturéidéahydroxyphtiocéranoique.

5. Effet de la longueur des chaines

a. En position 2 du tréhalose

En ce qui concerne le chargement, le comdds® contrairement 412, se lie trés peu
aux protéines shCD1b, indépendamment des conditlenshargement. Seulement 20 % des
protéines forment des complexes ag&8alors que 50 % chargent I'analogLE? (Annexes 2

et 3).

De plus, comme on peut s’y attendt&8n’active pas les lymphocytes T Z4B27, mais on
peut détecter une activité pour le compb$2 néanmoins plus faible que celle du com@dé

(Figure 73).
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Figure 73: Comparaison des activités des comp@®d12 118 Ces composés different par
la longueur de I'acide gras qui estérifie la positR du tréhalose : g pour 90 (vert), G pour
112 (orange) et & pour118(violet).

Dans le cas du compogé?2 la présence d’'une chaine courtg)(@eut modifier le trafic
du composé dans la cellule dendritique, ce qui eimp&a rencontre avec la protéine CD1b et

donc altére les mécanismes de présentation auxhlyoypes T.
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L’absence de chargement de l'analogld&8 dans shCD1b refléete probablement la

difficulté d’accommoder dans le canal C’ une dasxdghaines lipidiques de longueus,C

b. En position 3 du tréhalose

Le composéLO6 est estérifie en position 2 par un acide hexad#qae et en position 3
par I'acide (469-2,4,6-triméthyloct-2-enoique. Par comparaisoncaeecomposé6, nous
avons pu d'évaluer l'importance de la longueur dechaine localisée en position 3 du

tréhalose, indépendamment du nombre de groupentht/ies.

Les tests d’activation des lymphocytes T Z4B27 lgaccomposél06 n’ont montré
aucune production d’'IFN- Pourtant, d’aprés I'analyse par IEF sur gel,dmposé semble se
charger. Une hypothése similaire a celle donnée pmwomposéll? peut expliquer ce

manque de stimulation.

c. Sur les positions 2 et 3 du tréhalose

Suite aux résultats obtenus pour les analodi@s et 112 comme attendu, le test
d’activation sur cellules avec l'analogu&28 n'a montré aucune stimulation des

lymphocytes T.

Les essais de chargement du comgd@®dans la protéine CD1b a montré par IEF sur
gel, qu’aucun complexe ne se formait. Les protéiesb, telles qu’elles sont utilisées dans ce
test, sont initialement chargées par une molécelghtsphatidylcholine (PC) et un autre lipide
contenant entre 41 et 44 atomes de carbone. Leas#hpP8 ne parvient donc pas a déplacer la
PC, suggérant un manque d’affinité entre ce suffaiipide et la protéine, certainement dd a
un manque d’interactions hydrophobes entre lagéptidique et lI'intérieur du site de liaison a

'antigene.
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6. Importance de la configuration absolue des atomesdcarbone
asymeétrigues

Les taux de chargement des comp@Zet 102 sont a peu prés identique (Annexes 2 et
3) mais I'analogud.02 n’a aucune activité sur les lymphocytes T Z4B2i.a0ainsi démontré
gue la chiralité des chaines lipidiques des sujfagipides affectait leur reconnaissance par le
TCR.

7. Positions d’acylation par les acides gras

Pour tenter de comprendre ce qui guide le posiéorant de I'antigéne dans la poche de
CD1b, nous avons synthétisé le compb24 dans lequel les substituants des positions 2 et 3
du tréhalose ont été interchangés. La position ahalose est estérifiee par I'acid&)2,4-
diméthyldocos-2-énoique £& et la position 3 par un acide hexadécanoique).(C24 porte

les mémes chaines q82 mais permutées.

Le composé.24 se charge dans shCD1b avec un pourcentage sup@i3® 6 (Annexes

2 et 3) mais n’active pas les lymphocytes T Z4B27.

On a vu que le compogd 8 acylé par deux chaines de longuety, @'était pas chargé
par la protéine shCD1b, ce qui suggere que la p&hee puisse pas accueillir des acides
d’'une telle longueur. On suppose alors que la eh@}p s’insére dans le canal A-T'-F’ et
'acide hexadécanoique dans la poche C'. Le tré&eaderait alors tourné de 180° par rapport a
la position qu’il a dans le complexe CD&B; expliquant pourquoi il n’est pas reconnu par le
récepteur des lymphocytes T. Ce modéle propoggréseénté Figure 74.
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Figure 74: Représentation schématique des complexes tesn@iBdb82.TCR (a gauche) et
CD1b124TCR (a droite). Dans le compod@4 (inactif), les deux chaines lipidiques sont
permutées par rapport au comp8gajui, lui, est actif. Dans les deux cas, la pditiglique se
positionne de la méme maniére, en revanche, lalogh est tourné de 180° par rapport a la
position qu’il devrait adopter dans le site de CD1b

Pour résumer, toutes ces données montrent quaaddsgaes des sulfoglycolipides sont
antigéniques s'ils portent une chaine lipidiquda®ueur inférieure a 18 atomes de carbone
en position 2 et si la position 3 est estérifiée ypa acide gras dextrogyre polyméthylé saturé

oua,B-insaturé

[1l. Discussion

Les sulfoglycolipides diacylés (A8GL), spécifiques des mycobactéries du compliédxe
tuberculosis stimulent les lymphocytes T restreints par CDé&b sujets atteints de tuberculose
active ou latent& Nous montrons ici comment la structure fine depédatie lipidique des
Ac,SGL contrdle la réponse des lymphocytes T spéafqgl est important de comprendre les
mécanismes moléculaires qui gouvernent la présentdes antigenes lipidiques ainsi que la
structure minimale requise pour synthétiser dedogoas en vue d'éventuels essais de

vaccination.
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Les AGSGL sont caractérisés par la présence d'un acidiroRyphtiocéranoique
estérifiant la position 3 du tréhalose. C’est uid@gras dextrogyre dont la forme majoritaire
de la famille contient 32 atomes de carbone enueug et est ramifié par 8 groupements
méthyles®® Nous avons synthétisé des analogues différanbthpasé naturel par la structure
des chaines lipidiques, la partie hydrophile rdstachangée. Tous les analogues synthétisés
ont subi trois tests différents : essai de chargengdans la protéine CD1b soluble, tests
d’activation d’une lignée cellulaire de lymphocyiespécifiques des ABGL (Z4B27)via des
cellules dendritiques ou en complexe avec la pret€iD1b soluble. Ces expériences nous ont
permis d’étudier la maniére dont les chaines lipids contrdlent la stimulation des
lymphocytes T.

Nous avons d’abord montré que la structure fineath@$nes d’acides gras déterminait la
reconnaissance par le TCR. En effet, les analogyesir lesquels [I'acide
hydroxyphtiocéranoique est remplacé par l'acide adéranoique 7§ ou 16-
hydroxyhexadécanoiqué?) ne stimulent pas les lymphocytes T alors quidstschargés dans
la protéine. En revanche, I'analogue contenanid&driacontanoiquel@), dont la structure
est pourtant plus proche de celle desSX&L, n’est pas chargé par CDitbvitro et n’active
pas les lymphocytes T Z4B27, méme dans le contixta cellule dendritique. Les différences
de structure de l'acide gras peuvent modifier lemgortement de ces molécules en milieu
agueux, et notamment la stabilité des micelles éstnOn peut supposer que le détergent
utilisé n’est pas suffisamment puissant pour désgagrles structures micellaires formées par

16 alors que son pouvoir détergent suffit pour lesatheés d’AeSGL.

Ensuite, nous avons montré que l'activité antigéaiqiépendait de la présence de
substituants méthyles sur l'acide gras acylant daitpn 3 du tréhalose, ainsi que de la

configuration absolue des atomes de carbone parggntamifications.

Dans une publication récente, I'importance desrad®lipidiques polyméthylées a été
décrite pour lep-1-mannose polyprénylphosphate (Figure 8, p. 2b), st un antigéne
mycobactérien présenté par la protéine CD1c. Langp des lymphocytes T a cet antigene est
strictement dépendante de la configuration absohseatomes de carbone asymeétriques de la

partie lipidique*** Nos résultats vont dans le méme sens et génénadiésoforme CD1b.

L’insertion d’acides ramifiés dans les poches delRDeut induire des changements
conformationnels dans la structure tridimensiomneale la protéine, modifications qui se

répercuteraient jusqu’a la surface de la protéemiasi détectables par le récepteur des
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lymphocytes T. En effet, les substituants méthgiesa chaine sont proches de la téte polaire
de I'antigéne et donc probablement en contact tareec les acides aminés des hélicesta,

de CD1b. Cette hypothése expliquerait égalemeriséace d'activité du composkd2,
contenant un acide lévogyre. Cet analogue se clediigacement dans la protéine et difféere du
composé32 uniqguement par la configuration absolue du carbogthylé de I'acide gras qui
estérifie la position 3 du tréhalose.

Selon la structure cristalline du complexe terna@®ldu-GalCer:TCR récemment
publiée, le TCR interagit avec les acides aminiég siu dessus du canal F’ de CB1(igure
16 ; p.37). Si on suppose que le TCR se positioien@ méme fagon au dessus de CD1b, il est
tentant de proposer que la chaine méthylée desghydblipides vient s’'insérer dans la poche
F de CD1b au lieu de A’ conformément a toutes $ésictures publiées des complexes
CD1b:antigéné* *°

Les premiéres études réalisées par Moody sur le GMidntraient que l'activité
antigénique de ce composé n’était pas altérée gmnubdifications au niveau des décorations
de la chaine méromycoliqdé.Dans le cas du GMM, la décoration située en positi
proximale (double liaison, cyclopropane...) est sépaie la partie polaire par au moins 17
atomes de carbone, elle est donc insérée profondétaas les poches de CBiket n’a donc
aucun effet sur la reconnaissance par le TCR. Qetpothése expliquerait pourquoi le
compose94, contenant une chaine pentaméthylée, n'est pas gutif que I'analogu&0,
estérifié par un acide tétraméthylé. Tout ceci soggjue les modifications apportées sur la
chaine aprés le carbone C-10 n'ont pas d'influenaela reconnaissance du complexe par le
TCR.

Un point de notre étude reste également inexpliQaéwrquoi les analogues synthétisés
sont moins actifs que I'antigene naturel lorsquditsit présentés par les cellules dendritiques,
alors qu'ils présentent une activité comparablenduids sont présentés par CD1b soluble ?
Comme on I'a vu, la stimulation des lymphocytesépehd de la quantité de protéine chargée
in vitro, laissant supposer qu’'une concentration minimumcdmplexe CD1b:SGL est
nécessaire a la surface de la cellule dendritique pctiver les lymphocytes T spécifiques. Si
les analogues ne transitent pas jusqu’aux endostengifs, ils ne sont pas présentés aussi
efficacement que les ASGL naturels, d'ou une stimulation moins importardes
lymphocytes T. Les acides gras des analogues &mntpurts (Gs au maximum) que ceux des

Ac,SGL (G pour la forme majoritaire), ce qui peut expligws différences de trafic
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cellulaire. Dans ce sens, une étude sur le GMM atr@aque lorsque l'acide mycolique est
plus court (G, au lieu de @) une baisse significative du trafic dans les eodus tardifs est
détectéd® Une accumulation réduite d’antigénes dans ces adiments cellulaires entraine
une diminution de la quantité de complexes CDligane a la surface de la cellule
présentatrice d’antigénes. Cependant, a forte cdrat®n, le GMM G, stimule avec la méme
intensité les lymphocytes T que le GMMCce qui n’est pas le cas pour nos COmposeés.

Enfin, une étude sur la chaine située en positianr@vélé que la longueur optimale de
'acide estérifiant la position 2 est d’environ d®mes de carbone. Les composgRet 118
acylés respectivement par des acides octanoigigratosanoique, n’activent pas ou peu les
lymphocytes T par rapport a I'analog@@ estérifié par un acide hexadécanoique, ces trois
molécules étant acylées par l'acide tétramétid@ésur la position 3 du tréhalose. De plus,
'analoguell8 ne se charge pas, ce qui indique que le canab@emt pas accommoder des
chaines aussi longues. |l serait donc fermé, cardorent a la structure cristalline de CD1b
native en complexe avec la phosphatidylchdfime contrairement a la structure de la protéine

renaturée qui réveéle la présence d’une ouvertliex@émité de C*°

L’étude du composé&24, acylé par un acide méthylé gren position 2 et par un acide
linéaire (Ge) en position 3 est chargé par 80 % des protéif@sbQmais n’'active pas les
lymphocytes T. Etant donnée sa longueur, I'acidéhgié ne peut pas se positionner dans la
poche C’, c’est par conséquent I'acide linéaire yuest inséré bien qu’il soit situé sur la
position 3 du tréhalose, entrainant ainsi une iaade 180° de la téte polaire, qui empéche la

reconnaissance par le TCR (Figure 74, p.96).

On peut alors conclure que les longueurs et strestues chaines lipidiques des
sulfoglycolipides déterminent le positionnement’datigéne dans le site de liaison de CD1b.
Mais une question reste encore en suspens, con@ixtti peut-elle présenter le GMM, dont

les deux chaines sont de longueur supérieure foB¥ea de carbone®?

Pour conclure, ces résultats soulignent le réleiatales éléments structuraux de la partie
lipidique des sulfoglycolipides, a savoir la longuda présence des substituants méthyles et la
chiralité, sur la stimulation des lymphocytes Tafigues. Les campagnes d’immunisation des
cochons d’Inde permettront d'étudier linfluence sdamodifications structurales sur

'immunogénicité des composés et leur pouvoir prieter.
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Dans le cadre du programme européen TB-VAC de dppelment de nouvelles
stratégies vaccinales contre la tuberculose, nmtpget s’inscrit dans la mise au point d’'un
vaccin sous-unitaire qui pourrait étre utilisé coerappel du BCG pour I'adulte.

Une nouvelle famille d’antigenes spécifiqueshMetuberculosis agent étiologique de la
tuberculose, a récemment été identifiée : ce smsllfoglycolipides diacylés (A8GL). lls
sont présentés par la protéine CD1b et stimulestctines de lymphocytes T CD8x vivo
Ces cellules spécifigues des ,AGL sont présentes chez les sujets atteints dectubse
active ou latente ce qui confirme l'implication pewliere de ces composeés dans la réponse
immunitaire contre cette maladi&Leur role protecteur sur I'hdte mérite par consérul’étre
étudié.

Ces antigenes ont une structure complexe. Notamracitle hydroxyphtiocéranoique,
qui estérifie la position 3 du tréhalose, est umedextrogyre ramifié par huit groupements
meéthyles pour sa forme majoritaire, et un hydroxyl®&bjectif de cette these était de
synthétiser des analogues de ces sulfoglycolipeisrifiés par un acide gras de structure plus

simple.

Pour cela, nous avons tout dabord mis au point wwyathése générale des
sulfoglycolipides diacylés. Puis, apres avoir mériimportance des substituants méthyles de
'acide hydroxyphtiocéranoique sur I'antigénicitésdA¢eSGL, nous avons synthétisé des
acides gras chiraux polyméthylés. Pour cette sgethfa stratégie utilisée met en jeu une
alkylation stéréospécifique d’'un énolate qui permi@itroduire dans la configuratio8 les
carbones asymeétriques porteurs des groupementy/legetiAinsi, des acides gras saturés et
a,B-insaturés ont été synthétisés : contenant de gnafre groupements méthyles pour les

saturés et de un a cing pour les insaturés. Cemows ont permis d’obtenir une série de

sulfoglycolipides différant les uns des autreslpatructure de la partie lipidique.
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Le chargement de ces composés dans la protéine CDI#té ensuite évalué
qualitativement par électrophorése sur gel et diadirement par électrophorese capillaire. Le
pouvoir antigénique des analogues a été étudiénasure de I'lFNy produit lors de tests
d’activation in vitro et ex vivosur une lignée cellulaire de lymphocytes T spéudi des
Ac,SGL. Ces expériences ont permis de déterminer lkdeseats structuraux de I'antigéne

nécessaires au déclenchement de la réponse imimeinita

Nous avons pu constater que, d’aprés les expésenocdvq la quantité d’IFNy produite
augmente avec le nombre de groupements méthylssrsésur la chaine située en position 3
du tréhalose, atteignant un palier a quatre raatibios dans le cas des analogues estérifiés par
un acide insaturé. Et, de facon surprenante, ajaes I'acide hydroxyphtiocéranoique est
saturé, les sulfoglycolipides estérifiées par undaai,B-insaturé sont plus actifs que ceux
contenant une chaine saturée avec le méme nombesmifecations. Cependant, estérifié par

un acide contenant deux doubles liaisons, le slyifogpide perd son activité.

De plus, la configuration absolue des atomes deooar asymétriques et la longueur des
chaines lipidiques sont des éléments importants pouyprésentation des antigenes et la
reconnaissance par les lymphocytes T. En effegaiote Iévogyre empéche la reconnaissance
du sulfoglycolipide par le TCR, les analogues ades chaines courtes ne se chargent pas bien
dans la protéine.

Cette étude nous a permis d’établir un premier rieode présentation, dans lequel le
positionnement de I'antigéne dans la protéine Cextlorienté par la structure des acides gras :
si on inverse les deux chaines, les acides grablsetirester dans les mémes poches et c’est
par conséquent la téte polaire qui est tournéed@é frar rapport a l'orientation de I'antigéne

naturel.

BN

Tous ces résultats nous ont conduits a sélectiotmesulfoglycolipide 90 comme
'analogue de syntheése le plus intéressant. Delasusomposés étudiés, il est le plus actif, et
I'ajout de groupements méthyles supplémentairemé@i@are pas significativement la réponse
immunitaire. Le 20-hexadécanoyl-20-sulfate-30-[(4S,6S89-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-
enoyl]-a,a-D-tréhalose90 (Figure 75) a alors été synthétisé en quantité phportante, de
l'ordre de 20 mg, afin de lancer des campagnes mdinisationin vivo. Dans un premier
temps, les essais sont réalisés chez le cochodedfni s’est avéré étre un bon modéle animal
d’étude du réle des protéines CH4Les souris, animaux plus communément utilisésietxn

connus, ne sont pas adaptées a ces essais puesjao’ekpriment pas de protéines CD1b.
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Figure 75: Structure du compo$9, sulfoglycolipide synthétique le plus adtif vivo

Cette expérience est réalisée en collaboration bégaipe de Peter Andersen aux Pays-
Bas pour la formulation du vaccin et d’Anne Rawkams Angleterre pour 'immunisation des

cochons d’Inde.

Dix cochons d’Inde ont regu trois injections dun@éparation contenant le
sulfoglycolipide 90 en formulation avec des PIM et les adjuvants DDA
(diméthyldioctadécylammonium) et TDB (6,6’-dibehghicehalose) a quatre semaines
d’intervalle. Aprés un repos de six semaines, fesiaux sont infectés paul. tuberculosisLa
protection a l'infection est suivie chaque semaiae la pesée des animaux. Tous ceux qui
perdent au moins 20 % de leur masse sont tués ar@idérés comme étant atteints de
tuberculose sévere. A la fin de I'expérience, ttess cochons d’'Inde seront sacrifiés afin
d’examiner les éventuels foyers infectieux dansgdeamons et la rate. Cette campagne a

débuté en Novembre 2007 et dure environ un an.

Des immunisations par des extraits lipidiques augmAGSGL ont déja été réalisées sur
le cochon d’'Inde mais c’est la premiere fois qulimde de synthése est ainsi testé pour ses
propriétés protectrices. Ceci implique que les d@mrs utilisées (formulation, quantité

injectée, nombre de rappels...) devront certainer@atoptimisées.

Egalement, des essais de cristallisation sont ersatans I'équipe, réalisés par Luis F.
Garcia-Alles, afin de résoudre la structure du demg CD1b:SGL. Cette structure
déterminera la facon dont les sulfoglycolipidestsacrés dans la protéine, et permettra peut-
étre de comprendre pourquoi la structure des a@das joue un rble si important dans la
reconnaissance de l'antigéne par le récepteur ylaphlocytes T. A plus long terme, la

résolution de la structure du complexe ternaire EBGL: TCR pourra étre envisageée.
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Une autre application envisageable pour ces syifogipides est leur utilisation pour le
diagnostic de la tuberculose. Actuellement, poynigtér cette infection, il existe le test cutané
a la tuberculine, qui est un moyen de diagnostigesrsujets ayant une tuberculose latente. On
injecte une solution de protéines purifieées du lEatiiberculeux sous la peau et la lecture se
fait trois jours plus tard par la mesure de la tiéaccutanée engendr&®€. Cependant, ce test
n’est pas significatif sur une personne ayant é@gximée par le BCG ou, plus généralement,
ayant déja été en contact avec une mycobactérigucesst le cas de la majorité de la
population mondiale. Or, les sulfoglycolipides smpécifigues deM. tuberculosis Un
diagnostic utilisant ce composé, permettrait derfidtable, de différencier les sujets atteints de

tuberculose latente, de ceux ayant recu le BCG.

La tuberculose représente encore aujourd’hui umlenee de santé publique dans le
monde. La recherche de nouveaux vaccins et méditangst indispensable pour espérer

reprendre le contrdle sur cette maladie...
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PARTIE EXPERIMENTALE

I. Remarques générales

Les manipulations anhydres sont effectuées dafa derrerie séchée, avec des solvants
distillés sous atmosphére inerte (argon). Les dbssés utilisés lors des distillations sont les
suivants :

Solvant Agent desséchant
Dichlorométhane s

Toluéne RPOs

Méthanol Mg
Tétrahydrofurane Na / Benzophénone

Le diméthylformamide et la pyridine sont séchéscaetamis moléculaire 3A.

Les réactifs commerciaux sont utilisés tels queusegauf précisions. Les contrbles
chromatographiques sur couches minces (CCM) saiisé8 sur des feuilles d’aluminium
recouvertes de silice 60§z (épaisseur 0.2 mm) fournies par SDS (Peypin, Ejariles sont
révélées a la lampe UV puis par immersion dans é@lamge acide sulfurique / éthanol (5/95)
et chauffage. Les séparations chromatographigtiesh«» sont réalisées avec du gel de silice
60 (SDS, 35-70 um).

Les réactions chauffées par micro-ondes ont étisé@éa dans un four CEM Discover au
Laboratoire de Synthése et Physicochimie de Moé&calIntérét Biologique a I'Université
Paul Sabatier de Toulouse.

Les spectres de résonance magnétique nucléaires@gistrés a I'aide de spectrometres
Bruker travaillant & 250 MHz, 300 MHz, 500 MHz €06MHz pour le proton, et a 63 MHz,
75 MHz, 126 MHz et 151 MHz pour le carbone. Lesldégments chimiqueg)(sont mesurés
par rapport au tétraméthylsilane (TMS) pour la RuélNproton et les spectres du carbone sont
calibrés a 77 ppm sur le pic du chloroforme quelgoi le mélange utilisé. Les notations
utilisées sont : s (singulet), d (doublet), t (&tp, q (quadruplet), quint (quintuplet), dd (doeibl
de doublets), ddd (doublet de doublets de doubldtsjdoublet de triplets), m (massif ou
multiplet).

Les pouvoirs rotatoires optiqgues sont déterminéxb3C au moyen d’'un polarimétre
Perkin-Elmer (modéle 41).
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Les analyses élémentaires ont été effectuées pabteatoire de microanalyse du
Laboratoire de Chimie de Coordination (LCC) du CNiRSToulouse.

Les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tofété réalisées en mode négatif
sur un 4700 Proteomics Analyser (avec Tof-Tof Gptiépplied Biosystems) en mode
réflectron. L’ionisation est réalisée grace a wsetdNd:YAG (355 nm) qui opére par pulses de
500 ps a une fréquence de 200 Hz. L’échantillorcestristallisé avec la matrice HABA (acide
2-(4-hydroxyphénylazo)-benzoique).

ll. Modes opératoires

Protocole 1: Monoacylation du tréhalose protégé 1

Le composé (1 ég.) et la DMAP (1 éq.) sont dissous dans kdme anhydre (0.6 M), sous
argon. Le chlorure d’acyle (1.1 €q.) est ensuibeitdj. La réaction dure environ 25 h.

Une fois terminée, le milieu est extrait avec uange acétate d’'éthyle (AE) / eau. La phase
organigue est lavée deux fois avec une solutioH@e(1M), séchée avec Mg3iltrée puis

le solvant est évaporeé.

Le produit monoacylé est ensuite purifié par chrog@phie « flash » sur colonne de silice
(éluant : AE/EP 2/3, 1/1 puis 2/1).

Protocole 2: Silylation par TIPS du tréhalose

Le composé monoacylé (1 éq.) est dissous dansridiney (0.13 M) sous argon. La solution
est refroidie a 0°C avant l'addition du TIPS@L.2 €g.). Ce milieu réactionnel est agité a
température ambiante pendant environ 48 h.

Une fois la réaction terminée, le milieu est trat@c de I'acétate d’éthyle et de I'eau froide.
La phase organique est lavée successivement avBeade une solution de HCI (1M), une
solution de NaHC®(5 %) et de I'eau. On basifie la phase aqueuse Ha#iCQ (5 %) et les
produits organiques restants sont extraits avegtéde d'éthyle. Les phases organiqgues sont
regroupées, séchees avec Mg3{irées et évaporees.

Le produit protégé est purifié par chromatographilash » (éluant : AE/EP 1/4).

Protocole 3: Acylation de la position 3 du tréhalose (chauffge)

Le composé silylé monoacylé (1 éq.) et l'acide oaytique (2 ég.) sont dissous sous
atmosphere inerte d’argon dans le toluene (0.02WNMa@de). Le DCC (2 éq.) et la DMAP
(1 éq.) sont ajoutés a la solution. Le milieu éstutfé a reflux (100°C) pendant environ 48 h.
Le toluene est évaporé et le mélange est séparéhpamatographie « flash » sur colonne de
silice (éluant : AE/EP 1/8).
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Protocole 4: Acylation de la position 3 du tréhalose (micro-ndes)

Le composé silylé monoacylé (1.5 éq.) et l'acideboayligue (1 €g.) sont dissous sous
atmosphere inerte d’argon dans le toluene (0.1 ldoate). Le DCC (1 éq.) et la DMAP (1 €q.)

sont ajoutés a la solution. Le milieu est chauffé micro-ondes 15 min a 800W.

Le toluene est évaporé et le mélange est séparéhpamatographie « flash » sur colonne de
silice (éluant : AE/EP 1/8).

Protocole 5: Acylation de la position 3 du tréhalose par leldorure d’acyle

Le composé silylé monoacylé est dissous sous atmospnerte d’argon dans la pyridine
(0.25 M). Le chlorure d’acyle et le DMAP (1 éq. papport au chlorure d’acyle) sont ajoutés a
la solution. Le milieu est agité a température amta pendant environ 24 h.

Le milieu est extrait avec un mélange DCM/HCI 1Ma phase organique est séchée avec
MgSQ,, filtrée et évaporée. Le mélange est séparé panatographie « flash » sur colonne
de silice (éluant : AE/EP 1/8).

Protocole 6: Désilylation

Le composé silylée (1 éq.) est mis a réagir a 40%€caune solution de fluorure de
tétrabutylammonium (NBj) dans le THF (1M, 40 éqg.) pendant environ 24 &.sblution
commerciale de NBiir/THF étant Iégérement basique, elle est aciddié@ajoutant de I'acide
trifluoroacétique CECOOH jusqu’a un pH plus acide (pH6-6.5 mesuré au papier pH).

Une fois la réaction terminée, on dilue le milieand I'acétate d’éthyle, on lave a I'eau et la
phase organique est séchée avec Mg8@ée et évaporée.

Le produit voulu est obtenu apres purification paromatographie « flash » sur colonne de
silice (éluant : AE/EP 1/2 puis 2/3).

Protocole 7: Sulfatation

Le composé diacylé (1 éq.) est dissous dans lalipgri(0.06 M). Une solution du complexe
[SOs: pyridine] dans le DMF (0.5M, 1.5 éq.) est agmit La réaction s’effectue sous
atmosphére inerte et a température ambiante peadsainbn 24 h.

La réaction est arrétée par ajout de 2 gouttesudleamilieu est évaporé. Le produit sulfaté en
position 2’ est séparé de ses isomeres par chrgnagtoie « flash » sur colonne de silice
(éluant : DCM/MeOH 10/1). Le produit de départ &ste en premier, puis le composé sulfaté
en position 3'. Celui sulfaté en position 2’ satttoisieme et enfin, le produit le plus polaire
est celui disulfaté.

Protocole 8: Déprotections finales

Le composé sulfaté est dissous dans un mélangesBHCOH/1.7 % HSO, 60/40/8 (6 mM).

Le milieu est agité a température ambiante pendamiron 48 h. Lorsque la réaction est
terminée, le milieu est neutralisé par ajout d’'sakition de NaHC®@a 5 %.

Les solvants sont évaporés et le produit est gupdir chromatographie « flash » sur colonne
de silice (éluant : DCM/MeOH 10/1).
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Protocole 9: Réaction de Wittig

L'aldéhyde (1 éq.) est dissous dans le DCM anhf@ligM) sous argon. Le CETP (1.2 éq.) est
ensuite ajouté. Apres une nuit d’agitation a terapge ambiante, le solvant est évaporé. Le
solide jaune est repris dans un mélange AE/EP Y288 d’'étre filtré sur silice pour obtenir
I'ester conjugué.

Protocole 10: Saponification d’'un ester

L’ester (1 éq.) est dissous dans une solution délk@ns un mélange B/EtOH (2/3) (3 M,

12 éqg.). Le mélange est porté a reflux (110°C).eApune nuit d’agitation, la réaction est
arrétée par acidification du milieu avec une solutaqueuse de HCI (6 M). L’acide est extrait
avec le diéthyléther (DE) puis lavé avec de I'eba.phase organique est séchée avec du
sulfate de magnésium (Mg2Qet le solvant est évaporé. L'acide est obtenu gams
purification supplémentaire.

Protocole 11: Synthese du chlorure d’acyle a partir d’'un acide

L'acide (1 ég.) est dissous dans le chlorure dyeal10 €g.) sous argon a température
ambiante. Lorsque le dégagement gazeux est terteimgilieu est agité a 40°C pendant 1 h.
Le chlorure d’oxalyle résiduel est évaporé soug wtlle chlorure d’acyle est utilisé sans autre
purification.

Protocole 12: lodation d'un alcool

L’alcool (1 €g.), mélangé a l'imidazole (3.1 éqt)l@triphénylphosphine (1.2 €q.) est dissous,
sous argon, dans le toluene distillé (0.14 MJ113 €q.) est ajouté puis le milieu réactionnél es
chauffé a 130°C pendant une heure.

Le milieu est dilué dans de l'acétate d’éthyle atél au thiosulfate de sodium, la phase
organique est séchée avec du MgpQdis concentree.

Une purification sur colonne de silice (éluant :/BE 10/1) permet de récupérer le produit
iodé.

Protocole 13: Alkylation asymétrique

L’hydrazone33 (2 €q.) est dissoute dans le THF anhydre (0.5dd¥ @rgon. Une solution de
LDA (1.1 M, 2 éq.) dans le THF est ajoutée gouttgoatte a 0°C. Le milieu réactionnel est
laissé a 0°C pendant 1 h. L'iodure (1 éq.), dissdass le THF (0.3 M), est ensuite ajouté
goutte a goutte au mélange précédent refroidi 8G5Ce milieu est agité a -50°C pendant 1 h
puis le ballon est placé au congélateur, a -255@etla nuit.

Le milieu réactionnel est hydrolysé puis extraie@ale DE. La phase organique est lavée a
I'eau, séchée avec MgeQouis évaporée.

Une purification par colonne chromatographique iiees(éluant : AE/EP 1/17) permet de
recueillir le produit alkylé attendu avec un exdesstéréoisomérique d’environ 88 %.
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Protocole 14: Hydrolyse de I'hydrazone alkylée

L’hydrazone alkylée (1 ég.) est dissoute dans (&R M). Une solution de HCI (4 M, 30 éq.)
est ajoutée a 0°C. Le mélange est agité pendaidt tgfmpéerature ambiante.

Le milieu est extrait avec le DE, puis la phaseanigue est lavée a I'eau. Celle-ci est ensuite
séchée avec MgSOpuis le solvant est évaporé. L'aldéhyde est abisienu pur sans
purification supplémentaire.

Protocole 15: Réduction d’aldéhyde en alcool

L’'aldéhyde (1 ég.) est dissous, sous argon, a 8&@8s une solution de BHlans THF (1 M,

1.7 €ég.) qui est ajoutée goutte a goutte. Le miistiuagité a température ambiante pendant une
nuit.

La réaction est arrétée par I'ajout d’'une soluiitBtOH/AcOH 1/1. Puis le milieu est extrait
au dichlorométhane. La phase organique est séate®eMgSQ puis évaporée. L'alcool est
obtenu pur sans purification supplémentaire.

[ll. Caractéristiques des composés synthétisés

La numérotation utilisée pour décrire les molécudgathétisées les plus courantes est la
suivante. Les autres sont détaillées au cas par cas

* Pour les dérivés d'acides gras :

O
7 5 3 a
/\/\ 6 4 2
N " . O/\ )
n+3 n+2 n+1l

Les atomes d’hydrogéne et de carbone de la pymelidont difficilement attribuables par
RMN, ils seront tous notés de la méme maniere,ddg-p respectivement.
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e Pour les dérivés de tréhalose :

Les protons des chaines lipidigues sont numératésne pour les acides gras seuls, et sont
indicés par A ou B selon qu’ils appartiennent &itla estérifiant la position 2 ou a celui en
position 3 respectivement.

Excepté pour le composg aucun intermédiaire de synthése des sulfoglycEgp n'est

dessiné.
Chague molécule finale dessinée est suivie desctéaistiques de ses intermédiaires de

synthése, pour finir par ses propres caractérissiqu
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1:4,6;4',6'-Di-O-benzylidénea,a-D-tréhalose

L' a,a-tréhalose dihydraté commercial (20 g, 53 mmol) akstuffé a reflux pendant 30 min dans de
I'éthanol absolu (120 mL) pour le déshydrater. t¢all est ensuite totalement évaporé.

Le résidu sec est dissous dans du DMF anhydrer(dd0le DMT (17 mL, 2 éq.) est ajouté avec le
CSA (0.74 g, 0.06 éq.). Le mélange est mis a I'évateur rotatif et chauffé a 60°C (par réglage du
vide, le méthanol formé est éliminé au fur et aunesans évaporer le DMF). Lorsque la neutraligatio
du milieu réactionnel est constatée, du DMT (2 @125 éq.) et du CSA (0.12 g, 0.01 éq.) sont de
nouveau additionnés.

Une fois la réaction terminée, le DMF est évapted.milieu est ensuite neutralisé par ajout d'une
solution de NaHC®O(5 %), il se forme un précipité blanc. Le miliest agité toute la nuit, le produit
cristallise. Les cristaux sont filtrés, lavés déois a I'eau et deux fois a I'EP, puis séchés.

Le solide est recristallisé dans un mélange d'é@hbhouillant (50 mL) et d’eau chaude. Les cristaux
blancs sont filtrés, lavés deux fois a I'eau etxdfais a 'EP, puis séchés pour obtenir 22.93 dlde
(cristaux blancs, 84 %).

Co H30 O11; M =518.5176 g/mOI

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

3 (ppm) = 3.51 (t, 2H3,5 = °J,5 = 10 Hz, H-4), 3.66 (dd, 2HJ,, = 4 Hz,%), 5 = 10 Hz, H-2), 3.72 (t,
2H, “Jsaxseq= Jeaxs = 10 Hz, H-§), 4.02 (t, 2HJ5, =35, = 10 Hz, H-3), 4.06 (td, 2HJs.6¢4= 4,Js.
sax = Js.4 = 10 Hz, H-5), 4.28 (dd, 2HJssq6ax= 10 Hz,*Jeeq5= 4 Hz, H-G), 5.17 (d, 2H>J,, = 4 Hz,
H-1), 5.55 (s, 2H, H-7), 7.3-7.5 (m,10H, H-Ar).

RMN™C (63 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

d (ppm) = 62.6 (C-5), 68.6 (C-6), 70.0 (C-3), 72Ct3), 81.1 (C-4), 94.2 (C-1), 101.6 (C-7), 126-129
(CH-Ar), 136.9 (C-Ar).
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2:4,6;4',6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyla,a-D-tréhalose

Le composél (5 g, 9.64 mmol) est acylé par du chlorure de falte selon le protocole général de
monoacylation du tréhalose (Protocole 1). Le prioggist obtenu pur avec 27 % de rendement (1.96 g,
solide blanc).

C42 Heo 012 M =756.9312 g/mOI

[a]Z’ =+ 87 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J6p150 = 6.5 Hz, H-16A), 1.1-1.4 (m, 24H, H-(4-15)A), 2.6m, 2H, H-3A),
2.37,2.44 (2 td, 2HJ,a34 = 8 Hz,2J = 15.5 Hz, H-2A), 3.36 (t, 1HJ,5 =313 = 9.5 Hz, H-4), 3.56
(t, 1H,%345 =345 = 9.5 Hz, H-4), 3.6 (dd, 1H),.- = 3.5 Hz,*J,.3 = 9 Hz, H-2"), 3.7-4.2 (m, 5H, H-5,
H-5', H-6sq, H-64, H-6), 3.91 (t, 1H,%J3.4 =3%Ja» = 9 Hz, H-3), 4.23 (t, 1H3Js4 =333, = 9.5 Hz,
H-3), 4.29 (dd, 1HJeeq-6ax= 10 Hz,*Jeq.5s= 5.5 Hz, H-G;), 4.85 (dd, 1H}J,.1 = 3.5 Hz,’J,.5 = 9.5 Hz,
H-2), 4.97 (d, 1H3J;» = 3.5 Hz, H-1"), 5.31 (d, 1HJ,, = 3.5 Hz, H-1), 5.39, 5.51 (2s, 2H, H-7, H-
7'), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-16A), 22.6 (C-15A), 24.7 (C-3AR-20 (C-(4-13)A), 31.9 (C-14A), 33.9 (C-2A),
62.8, 63.2 (C-5, C-5), 68.2, 68.5, 68.7 (C-3, G66’), 70.9 (C-3"), 71.9 (C-2"), 72.9 (C-2), 8XT-
4, 81.2 (C-4), 92.5 (C-1), 95.0 (C-1), 101.7,118 (C-7, C-7’), 126-130QH-Ar), 136.8, 137.0 (C-
Ar), 173.4 (C-1A).
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3:4,6;4',6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-
D-tréhalose

Le compos@ (250 mg, 0.33 mmol) est protégé sur ses posiRors 3’ grace au protocole de silylation
par TIPS décrit précédemment (Protocole 2). Le yitqutotégé3 est obtenu avec 58 % de rendement
(190 mg, huile incolore).

C54 Hss 013 S|2 : M =999.4400 g/mOI

[a]Z’ =+ 43 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.92 (t, 3H3Ji6p154 = 6.5 Hz, H-16A), 1-1.4 (m, 52H, H-(4-15)A, ifr), 1.64 (m, 2H, H-
3A), 2.42, 2.47 (2 quint, 2HJa.3a = 8 Hz,% = 16 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, B-3), 3.55 (t, 1H3J,5 =
%Jpa =9 Hz, H-4"), 3.61 (t, 1H,5 = 33,5 = 9 Hz, H-4), 3.73, 3.77 (2 t, 2PlJsax.66q= Jsaxs = 10 Hz,
H-6a H-6x), 3.88 (td, 1H Js geq = 4, Js-6ax = Js-ar = 10 Hz, H-5"), 3.93 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%)y 5

= 9 Hz, H-2'), 4.1-4.4 (m, 5H, H-3, H-3', H-5, Hap H-6:7), 4.91 (dd, 1H 3, = 4 Hz,%J, 5 = 10 Hz,
H-2), 5.15 (d, 1H3J;» = 4 Hz, H-1), 5.41 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.57 (s, 2H, H-7, H-7), 7.3-7.5
(m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 11.7-13QH-iPr), 14.1 (C-16A), 17-17.40H4-iPr), 22.7 (C-15A), 24.7 (C-3A), 29-30 (C-(4-
13)A), 31.9 (C-14A), 34.0 (C-2A), 62.3, 62.8 (C&5’), 68.6 (C-3), 68.7, 68.8 (C-6, C-6"), 73.0 B-
73.5 (C-3)), 75.1 (C-2), 81.0 (C-4), 81.4 (C-®1.8 (C-1), 94.4 (C-1’), 101.0, 102.3 (C-7, C-IP5-
130 (CH-Ar), 137.0, 137.7 (C-Ar), 173.5 (C-1A).
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4: 4,6;4',6’-Di-O-benzylidéne-2,3-diO-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-
a,a-D-tréhalose

Le composeé3 (248 mg, 0.25 mmol) est acylé par le chlorure dimjioyle (150uL, 2 €q.) selon le
protocole d'acylation décrit (Protocole 5) pour denle composé diacylk (223 mg, huile incolore,
74 %).

C7o Hi1s 014 S|2 M =1237.8326 g/mOI

[a]Z>=+31 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3;645= 6.5 Hz, H-16A, H-16B), 1-1.4 (m, 76H, H-(4-15)A;(4-15)B, HiPr),
1.5-1.7 ppm (m, 4H, H3A H-3B), 2.15-2.4 (m, 4H24, H-2B), 3.51 (t, 1H3,5 =%),5 = 9 Hz, H-
4), 3.66 (t, 1H,Jsax-seq = Joaxs = 9 Hz, H-Gy), 3.68 (t, 1H 3345_ J,3 = 10 Hz, H-4), 3.73 (t, 1H,
JGaxGeq JGaX5_1O Hz, H@x) 3.83 (td 1H3J5 _6ax’ — J54 9 Hz, J5 -66q’ = 4.5 Hz, H5) 3.91 (dd
1H, Jz]_ =4 Hz, J23 =9 Hz, H2) 413(dd 1|_FJ6eq6ax_9HZ \]GeqS = 4.5 Hz, H@q) 422(t
1H,3%354 =333 2 =9 Hz, H-3), 4.22 (dd, 1HJssq.6ax= 10 Hz, Jsqu,— 5 Hz, H-6,), 4.32 (id, 1H3J56ax

3J54— 10 Hz,%J5 6¢q= 5 Hz, H-5), 4.99 (dd, 1HJ,, = 4 Hz,%J, 3 = 10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1h3,11 o =
4 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1H3J,, = 4 Hz, H- -1), 5.48, 5.53 (s, 2H, H-7, H-7"), 5.871H,%J;,=%);, = 10
Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 11.7-13QH-iPr), 14.1 (C-16A, C-16B), 17-17.€KiPr), 22.7 (C-15A, C-15B), 24.7 (C-
3A), 25.0 (C-3B), 29-30 (C-(4-13)A, C-(4-13)B), 91(C-14A, C-14B), 34.0 (C-2A), 34.2 (C-2B), 62.5
(C-5), 62.7 (C-5'), 68.6, 68.7 (C-3, C-6, C-6'),.01C-2), 73.4 (C-3"), 75.3 (C-2'), 79.2 (C-4), BLC-
4", 91.9 (C-1), 94.4 (C-1), 101.1, 101.7 (C-7,7G; 125-130 CH-Ar), 137.0, 137.6 (C-Ar), 172.3 (C-
1B), 173.2 (C-1A).

Analyse élémentaire

Calc. (%) C 67.92 H9.45
Exp. (%) C 68.27 H9.78
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5:4,6;4,6’-Di-O-benzylidene-2,3-diO-hexadécanoyle,a-D-tréhalose

Le composet (206 mg, 167umol) est déprotégé selon le protocole de désibatiécrit (Protocole 6)
pour donner le didb (134 mg, solide blanc, 81 %).

Csg Hgo O13; M =995.32.74 g/mOI

[a]Z> =+ 57 €= 1.0, CHC))

RMN'H (500 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 0.88 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-16B), 1.1-1.4 (m, 48H, H-(4-15)A:(4-15)B), 1.58 (m,
4H, H-3A, H-3B), 2.26, 2.3 (2 qumt 2H)on3a = 7.5 Hz,2J = 15 Hz, H- 2A) 2.37 (t, 2HJp55 =
7.5 Hz, H-2B), 3.45 (t, 1I—F‘,J45 =3),5 = 9 Hz, H-4"), 3.63 (t, 1H2J6axeeq— Joax-s = 9 Hz, H-G),
3.64 (dd, 1H3J,.. = 4 Hz,%),.5 = 9 Hz, H-2), 3.67 (t, 1H3J45— J43—95Hz H-4), 3.74 (t, 1H,
ZJGaXeeq— Joaxs = 10 Hz, H-§), 3.77 (td, 1H3Js e = 5 Hz,%Js.6a¢ = 2J5.sr = 9 Hz, H-5"), 4.0 (t, 1H,
J34 = J32 9 Hz, H3) 4.08 (dd 1H?1J6eq fax — =10 Hz, Jeeq5—5HZ H@q) 42(td 1H, ‘J56eq

5 Hz,%Js. = %J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.32 (dd, 1HJssq6ax= 10 Hz,*Js¢q.5= 5 Hz, H-Gy), 5.01 (dd, 1H3J,.
1= 4 Hz,%),5= 10 Hz, H-2), 5.06 (d, 1H,le = 4 Hz, H-1), 5.34 (d, 1H,, = 4 Hz, H- -1), 5.45, 5.51
(2s, 2H, H-7, H-7"), 5.67 (t, 1HJ5.4 = *J;, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (126 MHz, CDGl 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-16A, C-16B), 22.7 (C-15A, C-158%.8, 25.1 (C-3A, C-3B), 29-30 (C-(4-13)A, C-
(4-13)B), 31.9 (C-14A, C-14B), 34.0, 34.3 (C-2A28), 63.0 (C-5), 63.2 (C-5'), 68.6, 68.7 (C-3, C-6,
C-6"), 70.8 (C-2), 71.0 (C-3), 72.0 (C-2’), 79.244), 80.8 (C-4’), 92.3 (C-1), 94.9 (C-1"), 101491.9
(C-7, C-7"), 126-130CH-Ar), 136.8, 137.0 (C-Ar), 172.7 (C-1B), 173.0 {®).

Analyse élémentaire

Calc. (%) C 69.99 H9.11
Exp. (%) C 69.89 H9.16
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6: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidene-2,3-diO-hexadécanoyl-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composé (129 mg, 0.13 mmol) est sulfaté selon le ProtoGofmour donner le produ@ (64 mg,
solide blanc, 45 %).

Csg Hgo O S Na ; M = 1097.3724 g/mOI

[a]2’ = + 57 £ = 1.0, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

5 (ppm) = 0.88 (t, 6H3 = 7 Hz, H-16A, H-16B), 1.1-1.4 (m, 48H, H-(4-15)A;(4-15)B), 1.6 (M, 4H,
H-3A, H-3B), 2.29, 2.34 (2 quint, 2RJ,a3a = 7.5 Hz,2J = 15 Hz, H-2A), 2.38 (t, 2H),g.35 = 7.5 Hz,
H-2B), 3.64 (t, 1H3),.5 = 3J,.3 = 10 Hz, H-4"), 3.66 (t, 1HJ,5 = °J,5 = 10 Hz, H-4), 3.69 (t, 1H,
ZJsax-66q= Jeaxs = 10 Hz, H-6), 3.74 (t, 1H Jsar-seq = Jeaxs = 10 Hz, H-Gy), 3.91 (td, 1H, J5 eeq =
5, %35 6ax = 2Jsa = 10 Hz, H-5'), 4.11 (dd, 1HJseq-cax = 10 Hz,*Jgeq s = 5 Hz, H-Gy), 4.14 (t, 1H,
%34 =°J3.2 = 10 Hz, H-3'), 4.36 (td, 1HJs.66q= 5 Hz,*Js 60 = >Js.a = 10 Hz, H-5), 4.39 (dd, 1HJ,.1:
=4 Hz,%), 3 = 10 Hz, H-2"), 4.51 (dd, 1HJseq6ax= 10 Hz,*Jssq5= 5 Hz, H-G), 5.02 (dd, 1H%J,, =
4 Hz,3J,.5 = 10 Hz, H-2), 5.32 (d, 1HJ1, = 4 Hz, H-1), 5.49 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1'), 5.48, 5.53 (2
s, 2H, H-7, H-7"), 5.58 (t, 1HJ3., = %3, = 10 Hz, H-3), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN"C (126 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

5 (ppm) = 13.7 (C-16A, C-16B), 22.4 (C-15A, C-15B%,.6 (C-3A), 24.9 (C-3B), 29-30 (C-(4-13)A, C-
(4-13)B), 31.7 (C-14A, C-14B), 33.7 (C-2A), 34.1-P8), 62.5 (C-5), 63.0 (C-5), 68.3, 68.4 (C-3', C-
6, C-6"), 68.8 (C-3), 70.7 (C-2), 76.5 (C-2'), 748-4), 80.7 (C-4’), 93.0 (C-1), 94.2 (C-1’), 101.2
101.8 (C-7, C-7’), 125-1290H-Ar), 136.7, 136.9 (C-Ar), 172.9 (C-1B), 172.9 (@).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 1073.59 Exp. : m/z = 1073.58
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7 : 2,3-Di-O-hexadécanoyl-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composés (37 mg, 33.umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dogoantitativement le
sulfoglycolipide attendid (21 mg, solide blanc).

CisHg1 O S Na ; M =921.1591 g/mOI

[a]Z’ =+ 58 € = 1.0, MeOH/DCM/ 1/4)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI3/2, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3 = 7 Hz, H-16A, H-16B), 1.2-1.4 (m, 48H, H-(4-15)A;(4-15)B), 1.6 (M, 4H,
H-3A, H-3B), 2.35 (m, 4H, H-2A, H-2B), 3.48 (t, 18,5 =3%),.3 = 9.5 Hz, H-4), 3.57 (t, 1HJ,5 =
8),3 = 10 Hz, H-4), 3.65-3.75 (m, 4H, H-5', H-6, H-63,9 (m, 2H, H-3', H-6), 4.22 (m, 2H, H-2', H-
5), 4.88 (dd, 1H%J,; = 4 Hz,3),.3 = 10 Hz, H-2), 5.29 (., = 4 Hz, H-1), 5.44 (354 = 333, =
10 Hz, H-3), 5.48 (fJ;» = 3.5 Hz, H-1)).

RMN™C (126 MHz, MeOD/CDGI3/2, 25°C)

5 (ppm) = 12.8 (C-16A, C-16B), 21.8 (C-15A, C-158).0, 24.2 (C-3A, C-3B), 28-29 (C-(4-13)A, C-
(4-13)B), 31.1 (C-14A, C-14B), 33.1, 33.4 (C-2A,28), 60.3 (C-6, C-6'), 68.3 (C-4), 69.4 (C-4),
70.2 (C-2), 70.7 (C-3)), 71.2 (C-5), 71.8 (C-3),F1C-5)), 76.1 (C-2"), 91.4 (C-1), 92.3 (C-1"), B
(C-1B), 173.0 (C-1A).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 897.52 Exp. : m/z = 897.52
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8 : Acide 16-tétrahydropyranoxyhexadécanoique

L'acide 16-hydroxyhexadécanoique (200 mg, 0.72 nmestl dissous dans du DCM anhydre (4 mL). Le
DHP (0.2 mL, 1.5 éq.) et une pointe de spatule 84 €ont ajoutés sous atmosphere d’argon. Le milieu
est agité a température ambiante pendant unelieuihélange est purifié par chromatographie « flash
(éluant : AE/EP 1/2). On obtient I'aci@g254 mg, solide blanc, 99 %).

C21 Hao 04 : M = 240.4295 g/mOI

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 1.1-2 (m, 32H, H-(3-15), H-b, H-c, H-d)32 (t, 2H,%J,5 = 7.5 Hz, H-2), 3.38, 3.73 (2 dt,
2H,*J16.45= 6.5 Hz,2J = 9.5 Hz, H-16), 3.5, 3.86 (2 m, 2H, H-e), 4.5@,(&H,J., = 2.5 et 4 Hz, H-a).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)
3 (ppm) = 19.7, 24.7, 25.5, 26.2, 29-30, 30.8, 382), 62.3 (C-15), 67.7 (C-e), 98.8 (C-a).
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9: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-(16-tétrahydropyranoxyhexadéca-noyl)-
2',3’-O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composé& (35 mg, 35umol) est acylé par I'acid8 (25 mg, 2 €q.) selon le protocole d'acylation
décrit (Protocole 3) pour donner le composé dia@y&7 mg, huile incolore, 58 %).

C75 Hiza O]_e S|2 :M=1337.9710 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.9 (t, 3H316a154 = 7 Hz, H-16A), 1-1.4 (m, 82H, H-(4-15)A, H-(4-B8)H-iPr, H-bB, H-
cB, H-dB), 1.5-1.6 (m, 4H, H-3A, H-3B), 2.25-2.4%(4H, H-2A, H-2B), 3.38, 3.73 (2 td, 2Pll;¢g.158

= 6.5 Hz,J = 9.5 Hz, H-16B), 3.5 (t, 1H),.5 =°J;.5 = 9 Hz, H-4"), 3.5, 3.9 (2 m, 2H, H-eB), 3.66 (t,
1H, 2Jsax-seq = Jsax-s = 9 Hz, H-6y), 3.68 (t, 1H,%Js5 = *Js3 = 10 Hz, H-4), 3.73 (t, 1HJsaxc6q= Joax.

5 = 10 Hz, H-,), 3.8 (m, 1H, H-5’), 3.9 (dd, 1HJ>; = 4 Hz,*),.5 = 9 Hz, H-2’), 4.13 (dd, 1HJssq-
sac = 10 HZ,*Jseq s = 5 Hz, H-Gy), 4.19 (t, 1H,%)s s =3J3» = 9 Hz, H-3), 4.2-4.4 (m, 2H, H-5, H-
Beq), 4.57 (dd, 1H J.5.5= 3 et 4 Hz, H-aB), 4.98 (dd, 1Rl = 4 Hz,%J, 3= 10 Hz, H-2), 5.12 (d, 1H,
81> = 4 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1H3J,., = 4 Hz, H-1), 5.48, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 6.8, 1H,%J;, =
333, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

10: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-(16-tétrahydropyranoxyhexadéca-noyl)-
a,a-D-tréhalose

Le composé (27.1 mg, 20.2imol) est déprotégé selon le protocole général daythtion (Protocole
6) pour donner le didl0 (20 mg, solide blanc, 90 %).

ng Hgs 015 : M =1095.4621 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 0.9 (t, 3HJ16a154 = 7 Hz, H-16A), 1-2 (m, 58H, H-(3-15)A, H-(3-15)B}-bB, H-cB, H-
dB), 2.25-2.45 (m, 4H, H-2A, H-2B), 2.54, 2.92 (2 #H, (CH)-2’, (OH)-3’), 3.38, 3.73 (2 dt, 2H,
%)i68-158 = 6.5 Hz,2J = 9.5 Hz, H-16B), 3.5 (t, 1H),.5 = *Jy3 = 9 Hz, H-4"), 3.48, 3.86 (m, 1H, H-
eB), 3.6-3.95 (m, 5H, H-2", H-4, H-5", Hz6 H-6.), 4.07 (t, 1H,%J3.4 =3J3.» = 9 Hz, H-3'), 4.0-4.25
(m, 2H, H-5, H-G;), 4.33 (dd, 1HJseqeax= 10 Hz,%Js¢q.5= 5 Hz, H-Gy), 4.57 (dd, 1H Jsp.5 = 3 et
4 Hz, H-aB), 5.02 (dd, 1H),.. = 4 Hz,%J,.5 = 10 Hz, H-2), 5.16 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1’), 5.38 (d,
1H, %), = 4 Hz, H-1), 5.49, 5.52 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.8, 1H,%J54 = ®J3, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5
(m, 10H, H-Ar).

119



PARTIE EXPERIMENTALE

* * * % %

11: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-(16-tétrahydropyranoxyhexadéca-noyl)-2'-
O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél0 (9 mg, 7.66umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donaeprbduitll (1.4 mg,
solide blanc, 15 %).

ng Hy7 olg S Na;M=1197.5074 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.9 (t, 3H3Jygn154 = 7 Hz, H-16A), 1-1.8 (m, 58H, H-(3-15)A, H-(3-B5)H-bB, H-cB, H-
dB), 2.3-2.5 (m, 4H, H-2A, H-2B), 3.6 (t, 1Rll;5 =3J,.3 = 9 Hz, H-4), 3.4, 3.73 (2 dt, 2H)16p.158 =
6.5 Hz,%J = 9.5 Hz, H-16B), 3.65-3.8 (M, 3H, H-4, Hz6H-6,,), 3.53, 3.9 (m, 2H, H-5'B), 4.1-4.5 (m,
5H, H-2, H-3", H-5, H-5", H-G), 4.53 (dd, 1HJs¢qeax= 10 HZ,*Jgeq5= 5 Hz, H-G,), 4.59 (dd, 1H,
3)as-a8= 3 et 4 Hz, H-aB), 5.03 (dd, 1B, = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.35 (d, 1HJ:., = 4 Hz, H-1),
5.5 (d, 1H,%J;» = 4 Hz, H-1"), 5.52, 5.56 (2 s, 2H, H-7", H-7)65(, 1H,%J5.4 = 3J5, = 10 Hz, H-3),
7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

12: 2-O-Hexadécanoyl-30-(16-hydroxyhexadécanoyl)-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composéll (1.4 mg, 1.19mol) est déprotégé (Protocole 8) pour donner gtaiviement (0.8 mg,
solide blanc) le sulfoglycolipide attendd@.

Cua Hg: O17 S Na ; M = 937.1719 g/mol
[a]Z = + 43 £ = 0.15, MeOH/CHG 1/1)

RMN'H (600 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 3H3J16a154 = 7 Hz, H-16A), 1.0-1.7 (m, 48H, H-(3-15)A, H-(3)B), 2.3-2.4 (m,
4H, H-2A, H-2B), 3.5 (m, 2H, H-4, H-4"), 3.57 (tH2J165.155 = 7 Hz, H-16B), 3.7 (m, 4H, H-5’, H-6,
H-6"), 3.95 (m, 2H, H-3’, H-6), 4.2 (m, 1H, H-5),2B (dd, 1H2J,.;. = 3.5 Hz,*J,.3 = 9.5 Hz, H-2"),
4.88 (dd, 1H%J,, = 3.5 Hz,*J,.5 = 10 Hz, H-2), 5.28 (d, 1HJ,, = 3.5 Hz, H-1), 5.43 (t, 1HJ;, =30,
.= 10 Hz, H-3), 5.47 (d, 1H);., = 3.5 Hz, H-1).

RMN™*C DEPT135 (151 MHz, MeOD/CDg1/1, 25°C)

3 (ppm) = 14.0 (C-16A), 19.9, 22.9, 24.0, 25.1, 28223A, C-3B), 26.0, 29-30 (C-(4-15)A, C-(4-
15)B), 32.1, 32.7, 34.2, 34.6 (C-2A, C-2B), 61.4Q(; 61.7 (C-6), 62.4 (C-16B), 69.7 (C-4), 70.4-(C
4'),71.2 (C-2), 71.8 (C-3'), 72.2 (C-5), 72.7 (C@G-5'), 77.1 (C-2’), 92.3 (C-1), 93.2 (C-1").

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z =913.52 Exp.: m/z=913.61
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HO 0
HO
HO—
0,50

Na * (0]
OH

* * *x % %

13: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
triacontanoyl-a,a-D-tréhalose

Le composé3 (266 mg, 0.27 mmol) est acylé par I'acide triaamiaique (241 mg, 2 éq.) selon le
protocole d’'acylation décrit (Protocole 3) pour denle composé diacyl&3 (311 mg, huile incolore,
81 %).

Cg4 Hi4a 014 S|2 M =1434.2048 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3) = 6.5 Hz, H-16A, H-30B), 1-1.6 (m, 108H, H-(3-15)A-(3-29)B, HiPr), 2.3

(m, 4H, H-2A, H-2B), 3.51 (t, 1H), 5 =3Jy3 = 9 Hz, H-4), 3.65 (t, 1H:Jsax-6cq = Jeax-s = 9 Hz, H-

Bax), 3.69 (t, 1H,%J5 = %143 = 10 Hz, H-4), 3.74 (t, 1HJsaxc6q= Jeaxs = 10 Hz, H-§,), 3.83 (td, 1H,
3J56ax = J5ar = 9 HZ,J5.66q = 4.5 Hz, H-5'), 3.91 (dd, 1HJ,1 = 4 Hz,%J, 3 = 9 Hz, H-2"), 4.13 (dd,
1H, 2ssq-sax = 9 HZ,%Jseqs = 4.5 Hz, H-G;), 4.20 (t, 1H,%Js4 =%Js» = 9 Hz, H-3'), 4.22 (dd, 1H,
Zscqsax= 10 Hz,*Josqs= 5 Hz, H-Gy), 4.30 (td, 1HJs 6= 3Js.4 = 10 Hz,%J5 6¢q= 5 Hz, H-5), 4.98 (dd,
1H, 33,4 = 4 Hz,3),3 = 10 Hz, H-2), 5.12 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1'), 5.36 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1),

5.47,5.53 (s, 2H, H-7, H-7"), 5.66 (t, 1M5.4 = *J;, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

14: 4,6;4,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-triacontanoyl-a,a-D-tréhalose

Le composél3 (101 mg, 7lumol) est déprotégé selon le protocole de désibatiécrit (Protocole 6)
pour donner le didl4 (37 mg, solide blanc, 44 %).

C72 Hiis 013 M =1191.6995 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-30B), 1.1-1.7 (m, 80H, H-(3-15)A;(3-29)B), 2.35 (m,
4H, H-2A, H-2B), 3.52 (t, 1H3,5 =%Jps = 9 Hz, H-4), 3.69 (t, 1H:Jsax66q = Jsax-s = 9 Hz, H-
6ax), 3.7-3.9 (M, 4H, H-2’, H-4, H-5', H-), 4.0-4.2 (m, 3H, H-3, H-5, H#), 4.33 (dd, 1H Jseqcax
= 10 Hz,%Js¢q.5= 5 Hz, H-y), 5.03 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1H);-» = 4 Hz,
H-1"), 5.39 (d, 1H3J,, = 4 Hz, H-1), 5.51 (s, 2H, H-7, H-7’), 5.65 (t, 1854 = %J;, = 10 Hz, H-3),
7.3-7.5 (m, 10H, H-A).
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RMN"C (63 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 14.0 (C-16A, C-30B), 22.6 (C-15A, C-29B%.7, 25.0 (C-3A, C-3B), 29-30 (C-(4-13)A, C-
(4-13)B), 31.8 (C-14A, C-14B), 33.9, 34.2 (C-2A,28), 62.8 (C-5), 63.2 (C-5'), 68.6, (C-3, C-6, C-
6"), 70.5 (C-2), 70.8 (C-3’), 72.1 (C-2’), 79.1 @); 80.9 (C-4"), 92.1 (C-1), 95.0 (C-1’), 101.4,118
(C-7, C-7’), 126-130QH-Ar), 136.7, 137.0 (C-Ar), 173.0 (C-1B), 173.2 1®).

* * *x % %

15: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidene-2,3-diO-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-O-triacontanoyl-a,a-D-
tréhalose

Le composé 4 (18.2 mg, 15.3umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donagrbduitls (7 mg,
solide blanc, 36 %).

C72H117016 S Na ; M =1293.7446 g/mol

[a]> = + 48 € = 0.72, MeOH/DCM)

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3 = 7 Hz, H-16A, H-30B), 1.1-1.4 (m, 76H, H-(4-15)A:(4-29)B), 1.6 (M, 4H,
H-3A, H-3B), 2.29, 2.34 (2 quint, 2B),a3x = 7.5 Hz,2J = 15 Hz, H-2A), 2.38 (t, 2H.),5.35 = 7.5 Hz,
H-2B), 3.64 (t, 1H3),.5 = 3J,.3 = 10 Hz, H-4"), 3.66 (t, 1HJ,5 = °J,5 = 10 Hz, H-4), 3.69 (t, 1H,
ZJsax-66q= Jeaxs = 10 Hz, H-6), 3.74 (t, 1HJsax-seq = Jeax-s = 10 Hz, H-Gy), 3.91 (td, 1H, J5 ceq =
5 Hz,%Js gax = 3Js4 = 10 Hz, H-5"), 4.11 (dd, 1HJseq6ax = 10 Hz,*Jseq s = 5 Hz, H-Gy), 4.14 (t, 1H,
3334 =°J3.2 = 10 Hz, H-3'), 4.36 (td, 1HJs.66q= 5 Hz,%J5.6ax= >Js.4 = 10 Hz, H-5), 4.39 (dd, 1HJ,.+:
=4 Hz,%), 3 = 10 Hz, H-2"), 4.51 (dd, 1HJseq6ax= 10 Hz,*Jssq5= 5 Hz, H-G), 5.02 (dd, 1HJ,; =
4 Hz,%,5 = 10 Hz, H-2), 5.32 (d, 1H)J,, = 4 Hz, H-1), 5.49 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1"), 5.48, 5.53
(2's, 2H, H-7, H-7"), 5.58 (t, 1HJs.4 = 3J5., = 10 Hz, H-3), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

16: 2-O-Hexadécanoyl-2"O-sulfate-3-O-triacontanoyl-a,a-D-tréhalose

Le composél5 (7 mg, 5.41umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donguo@ntitativement
(3 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attenti

C58 H1o9 O]_e SNa;M=1117.5312 g/m0|

RMN'H (600 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3 = 7 Hz, H-16A, H-30B), 1.0-1.4 (m, 76H, H-(4-15)A;(4-29)B), 1.6 (M, 4H,
H-3A, H-3B), 2.35 (m, 4H, H-2A, H-2B), 3.50 (t, 1Bl,.5 = %), = 9.5 Hz, H-4"), 3.53 (t, 1HJ,5=
8),3 = 10 Hz, H-4), 3.65-3.75 (m, 4H, H-5', H-6, H-63,9 (m, 2H, H-3', H-6), 4.23 (m, 2H, H-2', H-
5), 4.88 (dd, 1H3J,.; = 3.5 Hz,%J,.5 = 10 Hz, H-2), 5.29 (fJ,., = 3.5 Hz, H-1), 5.45 (£J34 =33, =
10 Hz, H-3), 5.48 (®J,., = 3 Hz, H-1").

RMN™*C HSQC (151 MHz, MeOD/CDg1/1, 25°C)

5 (ppm) = 13.0 (C-16A, C-30B), 21.8 (C-15A, C-15B%.0 (C-3A, C-3B), 28-30 (C-(4-13)A, C-(4-
27)B), 31.0 (C-14A, C-28B), 33.3 (C-2A, C-2B), 6((5-6, C-6'), 68.7 (C-4), 69.4 (C-4), 70.2 (C-2),
70.9 (C-3"), 71.1 (C-5), 71.8 (C-3, C-5), 76.3 &); 91.1 (C-1), 92.2 (C-1").

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 1093.74 Exp. : m/z = 1093.53
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Préparation des acides naturels

La culture deM. tuberculosisla préparation de I'extrait lipidique, les difédtes partitions ainsi que la
précipitation a I'acétone avait été effectuéesr@alpble dans le laboratoire.

Purification de la fraction acétone soluble

La purification se fait par chromatographie surooole de silice. L’élution se fait avec une propoorti
croissante de méthanol dans le chloroforme. Pgudd. fraction acétone soluble :

CHCl 200 mL
CHCIly/MeOH 9/1 100 mL
CHCIly/MeOH 8/2 100 mL
CHCIy/MeOH 7/3 200 mL
CHCIy/MeOH/H,0 6/4/0.4 300 mL

On réalise des fractions de 50 mL. Les contenumuakes les fractions sont analysés en MALDI-Tof
MS. Les sulfolipides tétra et triacylés sortentglis fractions 7, 8 et 9. Elles sont regroupé4e (bg)
afin d’étre éthanolysées.

Ethanolyse

Le mélange de glycolipides obtenu (127 mg) estnétlyaé dans une solution d’éthanolate de sodium
dans I'éthanol (0,2 M, 1 mL) avec I'éther de pédr(2 mL).
Le milieu est agité pendant 24 heures a températatgante sous atmosphere d’argon. La réaction est
arrétée par ajout d’'une solution de HCI (1M) poeutnaliser le milieu.
Les esters sont extraits par un mélange AE/EP.
La purification s’effectue par chromatographie asfi » (éluant: EP / DE / AcOH 90/10/1). On
distingue trois familles de produits ayant des atigns différentes sur CCM. Goren a attribué oais tr
taches a (dans I'ordre de polarité croissdfite)

A. Les esters polyméthylés, non hydroxylés.

B. Les esters linéaires.

C. Les esters polyméthylés, hydroxylés.

La chromatographie réalisée ne permet pas de Bigarer les deux premiéres familles. Les fractions
enrichies en A sont regroupées (6 mg) et celleteocant les esters C représentent 3 mg.
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Les sulfolglycolipides hémisynthétiques :

17 : 2-O-Hexadécanoyl-30-hydroxyphtiocéranoyl-2'-O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le mélange C contient des esters hydroxylés, lenctfon alcool est d'abord protégée avant qu'ils
soient hydrolysés en milieu basique pour obteninééange d’acides correspondant.
Puis ce mélange d'acides est estérifié sur le kwébapour obtenir au final le sulfoglycolipide

hémisynthétiqud.7.

18: 2-O-Hexadécanoyl-30-mycosanoyl/mycolipénoyl-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le mélange A des esters les moins polaires esngapafin d’obtenir les acides correspondant. Puis
ces acides carboxyliques sont utilisés pour adg@éomposé3 selon le méme protocole de synthése
que tous les autres sulfoglicolipides de synthésemélange de sulfoglycolipides hémisynthétiques

obtenu est not#8.
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CH/\/lkH

13" 27

19: Hexadécanal

Le PCC (20.2 g, 1.5 éq.) est dissous dans le dimméthane anhydre (150 mL) avec 20 g de célite. Ce
meélange est agité sous argon a température ambpemeant 30 min, puis I'hexadécanol (15 g,
61.9 mmol) est ajouté.

Apres 2 h d’agitation a température ambiante, |kemiréactionnel est filtré sur silice élué avec le
diéthyléther. Le solvant est évaporé, I'aldéhg8ebtenu (14 g, solide blanc) n’est pas purifiétiise

tel quel pour la réaction suivante.

ClG Hs» O : M =240.4295 g/m0|

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3HJ16.15= 6.5 Hz, H-16), 1.2-1.4 (m, 24H, H-(4-15)), 1.68, 2H, H-3), 2.42 (td,
2H,3%),.5= 7 Hz, H-2), 9.76 (t, 1HJ,, = 2.5 Hz, H-1).

(0]

CMHZQ\/ﬁ/lkO/\

20: 2-Méthyloctadéc-2-énoate d’éthyle

Synthétisé a partir de I'aldéhyd® (14 g, 58.2 mmol), I'ester conjug@® (18 g, huile incolore, 90 %
sur les deux étapes) est obtenu grace a la réatdivyittig décrite précédemment (Protocole 9).

C21 Hao Og M= 3245411 g/mOI

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3HJ;5.17= 6.5 Hz, H-18), 1.1-1.5 (m, 26H, H-(5-17)), 1@98H, 3Jy..= 7 Hz, H-b),
1.82 (d, 3HJ105= 1.5 Hz, H-19), 2.16 (q, 2HJ45 =315 = 7 Hz, H-4), 4.19 (q, 2H).., = 7 Hz, H-a),
6.76 (tg, 1HJ5.4 = 7 Hz,*J3.46= 1.5 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 12.3 (C-19), 14.1 (C-18), 14.3 (C-h), 2&C717), 28-30 (C-(4-15)), 31.9 (C-16), 60.3 (C-a),
127.6 (C-2), 142.5 (C-3), 168.3 (C-1).
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21: Acide 2-méthylicos-2-enoique
L'ester analogue d20 (146 mg, 0.41 mmol) est saponifié selon le prdmggnéral décrit (Protocole
10), et permet d’obtenir 132 mg d’aci@ (solide blanc, rendement quantitatif).

C21 Hao Og M= 3245411 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDG)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J0.10= 6.5 Hz, H-20), 1-1.7 (m, 30H, H-(5-19)), 1.84 8, *J1.5= 1.5 Hz, H-
21), 2.19 (q, 2H3,.5= 31,5 = 7 Hz, H-4), 6.9 (tq, 1HJs.4 = 7 Hz,*J3.5, = 1.5 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGQ)
5 (ppm) = 11.9 (C-21), 14.1 (C-20), 22.7 (C-19),328-126.9 (C-2), 145.5 (C-3), 173.8 (C-1).
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22 : 2-Méthyloctadécanoate d'éthyle

L'ester conjugué20 (18 g, 55.5 mmol) est dissous dans I'AE (80 mLuss@argon. Une spatule de
palladium sur charbon actif 10 % est ajoutée. Agrbsd’agitation sous atmosphére de dihydrogeéne, le
milieu réactionnel est filtré sur célite. Une pigdgttion par colonne chromatographique de gel deesil
(éluant : AE/EP 2/98) permet d’obtenir I'esg(12.8 g, solide blanc, 71 %).

C1H2 O, ; M = 326.5570 g/mol

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J5.47 = 6.5 Hz, H-18), 1.14 (d, 3H)19., = 7 Hz, H-19), 1.2-1.7 (m, 33H, H-(3-
17), H-b), 2.16 (sext, 1H),3=33,.0= 7 Hz, H-2), 4.12 (q, 2HJ.., = 7 Hz, H-a).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-18), 14.3 (C-b), 17.1 (C-19), 2&C717), 27.2, 29-30, 31.9 (C-16), 33.8, 39.6, 60.0
(C-a), 177.0 (C-1).

O

C,H
14 ngi/lkOH

23: Acide 2-méthyloctadécanoique
L'ester22 (12.8 g, 39.5 mmol) est saponifié selon le progenéral décrit (Protocole 10), et permet
d’obtenir 10.6 g d’acide en mélange racémig8ésolide blanc, 91 %).

Ci9H35 O, ; M = 298.5038 g/mol

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3,5.47= 6.5 Hz, H-18), 1.18 (d, 3H)10., = 7 Hz, H-19), 1.2-1.7 (m, 30H, H-(3-
17)), 2.47 (sext, 1HJ,5=33,14= 7 Hz, H-2).
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24: (9)-N-[(R)-1-Hydroxy-2-phényl]-éthyl-2-méthyloctadécanamide

L’acide 23 (10.6 g, 35.6 mmol) est activé par le chlorurexdlgle selon le Protocole 11.

Le chlorure d’acyle ainsi obtenu est dissous dargdidhlorométhane anhydre (70 mL) sous argon. Le

(R)-phénylglycinol (5.37 g, 1.1 éq.) et la DMAP (5192 éq.) sont ajoutés au milieu réactionnel a 0°C.

Le mélange est agité une nuit a température angbiant

Le milieu réactionnel est hydrolysé puis extraie@ate DCM. La phase organique est séchée avec
MgSQ, puis évaporée.

Une purification par colonne chromatographique détu AE/DCM 1/8) permet de séparer les deux

diastéréoisomerdr(S) 24 (5.5 g, solide blanc, 37 %) ®R) 25.

C27 Ha7 Og N:M=417.6676 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J;5.17= 6.5 Hz, H-18), 1.18 (d, 3HJy., = 7 Hz, H-19), 1.1-1.7 (m, 30H, H-(3-
17)), 2.25 (sext, 1HJ, 5 = 33,10 = 7 Hz, H-2), 2.65 (dd, 1HJ)4.= 5 Hz,%)y.c = 7 Hz, H-d), 3.91 (m,

2H, H-c, H-c"), 5.08 (dt, 1H3J,.c = 5.5 Hz,2J,..= 6 Hz, H-b), 6.0 (d, 1HJ,,, = 6 Hz, H-a), 7.3-7.5 (m,

5H, H-Ar).

O

H
H /\)kN/k"Ph

15 a1 : H  CH,OH

25: (R)-N-[(R)-1-Hydroxy-2-phényl]-éthyl-2-méthyloctadécanamide

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J;5.17= 6.5 Hz, H-18), 1.14 (d, 3HJy., = 7 Hz, H-19), 1.1-1.7 (m, 30H, H-(3-
17)), 2.25 (sext, 1HJ, 5 = 33,00 = 7 Hz, H-2), 2.75 (dd, 1HJ)4.= 5 Hz,%)y.c = 7 Hz, H-d), 3.91 (m,

2H, H-c, H-¢’), 5.08 (dt, 1H3J,.. = 5.5 Hz,*3,..= 6 Hz, H-b), 6.05 (d, 1HJ)., = 6 Hz, H-a), 7.3-7.5 (m,
5H, H-Ar).
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(0]

C15H31/\‘/U\OH

26: Acide (S)-2-méthyloctadécanoique

L'amide 24 (5.5 g, 13.2 mmol) est dissous dans une solutiacide sulfurique 3 N dans un mélange
dioxanne / eau (1/1) (250 mL). Le mélange, porteflux (110°C), est agité pendant une nuit. La
réaction est arrétée par ajout d’eau. La phaseusquest extraite trois fois avec le DCM et la phase
organique est lavée a I'eau puis avec une solg#arée de chlorure de sodium, avant d’'étre séchée
avec MgSQ puis évaporée. Une filtration sur silice (éluarAE/DCM 1/8) permet d’obtenir
quantitativement I'acid@6 diastéréisomeériquement pur (3.9 g, huile incolore)

Clg Hass Og : M = 298.5038 g/mOI

[a]2’=+9.5 ¢ = 1.0, CHC))
(littérature : 5’ =+ 9.7 €= 9.0, CHCY)™

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J15.47 = 7 Hz, H-18), 1.18 (d, 3HJ10., = 7 Hz, H-19), 1.2-1.5 (m, 29H, H-(4-
17)), 1.7 (m, 1H, H-3), 2.46 (sext, 18,.10=3J,.5= 7 Hz, H-2).

C,H OH

17" '35

27 : Acide (R)-2-méthylicosanoique
L’amide analogue en jgde 25 (365 mg, 0.82 mmol) est hydrolysée selon le méméopole que24
pour obtenir quantitativement I'aci@¥ diastéréisomériquement pur (266 mg, huile incdlore
Cy1 Hs O, ; M = 326.5570 g/mol
[a]Z>=-8.7 €= 1.0, CHC))

(littérature : fi]5 = - 8.8 € = 1.0, CHC)**9)

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J5.10= 6.5 Hz, H-20), 1.18 (d, 3HJ),1., = 7 Hz, H-21), 1.0-1.5 (m, 33H, H-(4-
19)), 1.7 (m, 1H, H-3), 2.47 (sext, 18,5, =3J,.5= 7 Hz, H-2).
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C15H31/\‘/\OH

28: (9)-2-Méthyloctadécan-1-ol

L'acide 26 (3.9 g, 13.1 mmol) est mis sous argon, puis uhatieo de BH 1 M dans THF (26 mL,
2 €q.) est versée goutte a goutte dans le ballotecant le produit, a 0°C. La réaction, suivie @&,
est laissée sous agitation a température ambiaunte [a nuit.

La réaction est arrétée par I'ajout d’EtOH/AcOHL1Le milieu réactionnel est extrait trois fois ave
DCM. La phase organique est ensuite séchée ave®MgSle solvant est évaporé afin d'obtenir
I'alcool 28 (3.6 g, huile incolore, 98 %).

Clg Hao O : M =284.5203 g/m0|

[a]3 =-5.9 €= 1.0, CHC))
(littérature : f]>° = - 5.5 € = 5.0, benzené&¥)

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.87 (t, 3HJ;5.47= 7 Hz, H-18), 0.90 (d, 3HJ:., = 7 Hz, H-19), 1-1.5 (m, 30H, H-(3-17)),
1.6 (m, 1H, H-2), 3.40 (dd, 1H},, = 6.5 Hz,%J;.;- = 10.5 Hz, H-1), 3.49 (dd, 1K), = 6 Hz,%)y; =
10.5 Hz, H-1)).
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O

Cu"'kuo/\

29: (9)-2,4-Diméthyldocos-2-énoate d’éthyle

L'alcool (analogue en { de 28) (1.57 g, 5.02 mmol), est d’abord oxydé par PC@rsée méme
protocole que pour obtenir I'aldéhyd®8. Puis I'estei29 est synthétisé selon le protocole général de la
réaction de Wittig décrit (Protocole 9), et estewiot avec un rendement de 86 % sur les deux étapes
(1.72 g, huile incolore).

Ca6Hs0 O, ; M = 394.6818 g/mol

[a]Z’=+17 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.9 (t, 3H3J,51 = 6.5 Hz, H-22), 1.0 (d, 3H),4.4 = 6.5 Hz, H-24), 1.2-1.5 (m, 37H, H-(5-
21), H-b), 1.85 (d, 3HJ,55 = 1 Hz, H-23), 2.5 (m, 1H, H-4), 4.2 (q, 28,5 = 7 Hz, H-a), 6.55 (dq,
1H,3J5.4 = 10 Hz,"J3.53= 1 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 12.5 (C-23), 14.1 (C-22), 14.3 (C-b), 20®M24), 22.7 (C-21), 27.5, 29-30, 31.9 (C-20),
33.2, 36.9 (C-4), 60.4 (C-a), 126.2 (C-2), 148.3JC168.5 (C-1).
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(0]

C17H3WOH

30: Acide (9)-2,4-diméthyldocos-2-enoique
L'ester29 (118 mg, 0.3 mmol) est hydrolysé selon le protea® saponification décrit précédemment
pour fournir guantitativement I'acid#® (83.2 mg, solide blanc).
C24 Hae Og : M = 366.6280 g/mOI

[a]Z’=+ 18 €= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.87 (t, 3H3J,5.0, = 6.5 Hz, H-22), 1.0 (d, 3H),44 = 6.5 Hz, H-24), 1.1-1.6 (m, 34H, H-(5-
21)), 1.84 (d, 3H, d\Jo5.5= 1.5 Hz, H-23), 2.5 (m, 1H, H-4), 6.65 (dq, £, = 10 Hz,"J;5= 1.5 Hz,
H-3)

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 12.1 (C-23), 14.1 (C-22), 19.8 (C-24),2€C-21), 27.5, 29-30, 31.9 (C-20), 33.5, 36.8 (C-
4), 125.5 (C-2), 151.1 (C-3), 174.0 (C-1).

o

C17H3NOH

31: Acide (R)-2,4-diméthyldocos-2-enoique

L'acide 31 est obtenu a partir &7 de la méme facon que I'aci@é.

Co4Hy O, ; M = 366.6280 g/mol

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J,5.,, = 6.5 Hz, H-22), 1.01 (d, 3HJ44= 6.5 Hz, H-24), 1.1-1.5 (m, 34H, H-(5-
21)), 1.85 (d, 3H%Jy5 = 1.5 Hz, H-23), 2.5 (m, 1H, H-4), 6.67 (dg, T84 = 10 Hz,*J;,3 = 1.5 Hz,
H-3).
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C15H31/Y\|

32: (9)-1-lodo-2-méthyloctadécane
L'alcool 28 (2 g, 7.04 mmol) est iodé selon le Protocole 12pemet d'obtenir 2.57 g d'ioduré2
(huile incolore, 93 %).
CioHag I ; M =394.4174 g/mol

[a]2>=- 4.9 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J,5.47= 7 Hz, H-18), 0.97 (d, 3HJs.» = 6.5 Hz, H-19), 1.15-1.5 (m, 31H, H-(2-
17)), 3.15 (dd, 1HJ,., = 6 Hz,%J,.; = 10 Hz, H-1), 3.23 (dd, 1HJ);, = 5 Hz,%J;; = 10 Hz, H-1").

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)
5 (ppm) = 14.1 (C-18), 18.0, 20.6, 22.7 (C-17), 2@®-30, 31.9 (C-16), 34.8, 36.5.
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33: N-[(9)-2-Méthoxyméthylpyrrolidin-1-yl]-propan-1-imine
La (S)-aminométhoxyméthylpyrrolidine (SAMP) (500, 3.72 mmol) est agitée sous argon avec du
propanal (27QL, 1 éq.) a 0°C pendant 2 h. Le mélange est ensiilité dans du dichlométhane et
séché avec du MgSQL’hydrazone33 est obtenue pure (580 mg, huile incolore, 92 %).
CoHigON,; M =170.2548 g/mol

[a]>’=- 153 ¢ = 1.0, CHCY))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 1.05 (t, 3H3J;, = 7.5 Hz, H-3), 1.7-2 (m, 4H, H-p), 2.23 (qd, ZH5 = 7.5 Hz,%J,, =
5.5 Hz, H-2), 2.71 (g, 1H, H-p), 3.38 (s, 3H, H-B)3-3.5 (M, 3H, H-p, H-a), 3.57 (dd, 180, , =
3.5 Hz,%J,.a = 8.5 Hz, H-a'), 6.66 (t, 1H),., = 5.5 Hz, H-1).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)
3 (ppm) = 12.1 (C-3), 22.1 (C-2), 26.4, 26.6, 56,2 (C-p), 63.5 (C-b), 74.9 (C-a), 140.5 (C-1).
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34 : (25,49)-N-[(9)-2-Méthoxyméthylpyrrolidin-1-yl]-2,4-diméthylicosan-1-imine

L'hydrazone33 (643 mg, 2 éq.) est alkylée par l'iod2 (1 g, 2.53 mmol) selon le protocole général
d’'alkylation stéréospécifique (Protocole 13). Lempmsé 34 est obtenu avec 72 % de rendement
(800 mg, huile incolore).

ng H55 O Nz M= 436.7571 g/m0|

[a]>’=- 40 €= 1.27, CHQ)

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.85 (d, 3H3,,.4 = 6.5 Hz, H-22), 0.88 (t, 3HJx.10 = 7 Hz, H-20), 1.01 (d, 3HJ),1, =
7 Hz, H-21), 1-1.5 (m, 33H, H-(3-19)), 1.7-2 (m, 4Hp), 2.4 (m, 1H, H-2), 2.68 (q, 1H, H-p), 3.38 (
3H, H-b), 3.3-3.4 (m, 2H, H-p), 3.43 (dd, 1H,,= 7 Hz,Joo = 9 Hz, H-a), 3.58 (dd, 1HJ., = 4 Hz,
2Jy.a= 9 Hz, H-a), 6.46 (d, 1HJ,, = 6.5 Hz, H-1).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-20), 19.7, 19.9 (C-21, C-22), 224.7 (C-19), 29-30, 31.9 (C-18), 34.8, 37.4, 43.1
(C-3), 26.5, 27.0, 50.6, 59.1 (C-p), 63.6 (C-b).87€C-a), 144.9 (C-1).
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35: (25,49)-2,4-Diméthylicosanal
L'aldéhyde 35 est obtenu quantitativement (588 mg, huile inalgpar hydrolyse de I'hydrazone
alkylée34 (795 mg, 1.82 mmol) selon le Protocole 14.
C22 Has O M =324.5842 g/m0|

[a]>’ =+ 4.3 £= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3HJ.10= 6.5 Hz, H-20), 0.89 (d, 3HJx.4= 6.5 Hz, H-22), 1.08 (d, 3H),1., =
7 Hz, H-21), 1.1-1.6 (m, 32H, H-(3-19)), 1.71 (dd#H, *Js.5 = 14 Hz,%J = 8 Hz,*] = 6 Hz, H-3), 2.43
(m, 1H, H-2), 9.57 (d, 1HJ,, = 2.5 Hz, H-1).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-20), 14.1, 19.8 (C-21, C-22), AL719), 26.8, 29-30, 31.9 (C-18), 36.7, 38.3 (C-2,
C-4), 44.1 (C-3), 205.4 (C-1).

(0]

C17H3WOH

36: Acide (25,49)-2,4-diméthyldocosanoique

C24 Has Og : M = 368.6439 g/mOI

[a]>>=+ 4.4 €= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3J,5.,, = 6.5 Hz, H-22), 0.89 (d, 3H),44 = 6.5 Hz, H-24), 1.18 (d, 3H)p3, =
7 Hz, H-23), 1.1-1.6 (m, 36H, H-(3-21)), 1.73 (ddd#H, *Js4 = 5.5 Hz,%J;, = 9 Hz,%) = 14 Hz, H-3),
2.58 (m, 1H, H-2).
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37: (4S,69)-2,4,6-Triméthyltétracos-2-enoate d'éthyle

L’ester37 (248 mg, solide blanc, 67 %) est synthétisé pactién de Wittig sur I'aldéhyd85 (297 mg,
0.84 mmol) selon le protocole décrit précédemmeratpcole 9).

ng Hse Og M =436.7624 g/mOI

RMN'H (500 MHz, CDG)

3 (ppm) = 0.82 (d, 3H3,7.6 = 6.5 Hz, H-27), 0.88 (t, 3HJ.25 = 7 Hz, H-24), 0.98 (d, 3H x4 =

6.5 Hz, H-26), 1-1.4 (m, 37H, H-(5-23)), 1.13 (dd#H, *Js.5 = 13 Hz,%Js., = 5 Hz,%Jss = 9 Hz, H-5),
1.3 (t, 3H,%J,.. = 7 Hz, H-b), 1.34 (ddd, 1HJs.5 = 13 Hz,3J5.4 = 9.5 Hz3J55 = 5 Hz, H-5’), 1.84 (d,
3H, “J553= 1.5 Hz, H-25), 2.6 (M, 1H)4.06 = 6.5 Hz,3J,5 = 9.5 Hz,%J,5 = 5 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-4),
4.2 (q, 2H.J.p= 7 Hz, H-a), 6.5 (dg, 1HJs4 = 10 Hz,"J5,5 = 1.5 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGQ))

5 (ppm) = 12.5 (C-25), 14.1 (C-24), 14.3 (C-b), 126.5 (C-26, C-27), 22.7 (C-23), 26.9, 29-30, 30.7
30.9, 31.9 (C-22), 37.6 (C-4), 44.5 (C-5), 60.4a)C126.1 (C-2), 148.3 (C-3), 168.5 (C-1).

o

C“HSWOH

38: Acide (4S,659)-2,4,6-triméthyltétracos-2-eénoique
L'ester 37 (79 mg, 0.18 mmol) est hydrolysé selon le protea® saponification décrit précédemment
pour fournir quantitativement I'acidz8 (72 mg, solide blanc).

C27 Hs, Og : M =408.7087 g/mOI

[a]Z’ =+ 14 €= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG)

3 (ppm) = 0.82 (d, 3H3,7.6 = 6.5 Hz, H-27), 0.88 (t, 3HJ.2s = 7 Hz, H-24), 0.99 (d, 3H x4 =
6.5 Hz, H-26), 1.05-1.4 (m, 37H, H-(5-23)), 1.85 8#, *J,5., = 1.5 Hz, H-25), 2.6 (m, 1H, H-4), 6.66
(d, 1H,%3;.4 = 10 Hz,*J;55 = 1.5 Hz, H-3).

RMN™C (63 MHz, CDGJ)

5 (ppm) = 12.1 (C-25), 14.1 (C-24), 19.5, 20.4 (G-2&27), 22.7 (C-23), 26.9, 29-30, 30.8, 31.1, 31.9
(C-22), 37.6 (C-4), 44.4 (C-5), 125 (C-2), 151.23C
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C,.H
16 33YY\OH

39: (2S,49)-2,4-Diméthylicosan-1-ol
L’aldéhyde 35 (390 mg, 1.20 mmol) est réduit selon le protoadderéduction décrit précédemment
(Protocole 15) afin d’obtenir quantitativementdabl 39 (390 mg, solide blanc).
Ca2Hye O ; M = 326.6000 g/mol

[a]Z>=-6.8 €= 0.7, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.87 (d, 3H3J,,.4 = 6.5 Hz, H-22), 0.88 (t, 3HJ,0.10 = 6.5 Hz, H-20), 0.92 (d, 3HJ,1» =
6.5 Hz, H-21), 1.0-1.6 (m, 32H, H-(3-19)), 1.72 (i, H-2), 3.38 (dd, 1H3J,, = 6.5 Hz,%),, =
10 Hz, H-1), 3.52 (dd, 1H);, = 5 Hz,%J;; = 10 Hz, H-1").

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-20), 17.3, 20.4 (C-21, C-22), AL719), 26.9, 29-30, 31.9 (C-18), 33.1, 36.7 (C-2,
C-4), 41.1 (C-3), 68.4 (C-1).

C16H33YY\I

40: (25,49)-2,4-Diméthyl-1-iodoicosane
L'alcool 39 (398 mg, 1.21 mmol) est iodé selon le Protocoleelpermet d’obtenir 446 mg d’iodud@
(huile incolore, 85 %).
C22 His1; M= 436.4972 g/m0|

[a]>>=+2.8 €= 1.7, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 0.88 (t, 3H%J = 6.5 Hz, H-20), 0.86 (d, 3HJ),,.4= 6.5 Hz, H-22), 0.96 (d, 3HJ,1., =
5.5 Hz, H-21), 1.0-1.6 (m, 33H, H-(3-19)), 3.13 (ddH, 3J,., = 6 Hz,2,.; = 9.5 Hz, H-1), 3.25 (dd,
1H,3), = 4 Hz,%3;., = 9.5 Hz, H-1).

RMN™C (75 MHz, CDGJ)

5 (ppm) = 14.1 (C-20), 18.0, 19.9, 21.4 (C-21, C;22)7 (C-19), 26.9, 29-30, 31.8, 31.9 (C-18), 36.9
44.1 (C-3).
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41 : (25,4S,69)-N-[(9)-2-Méthoxyméthylpyrrolidin-1-yl]-2,4,6-triméthyldo cosan-1-imine

L'hydrazone33 (260 mg, 2 €q.) est alkylée par I'iodu#@ (333 mg, 0.76 mmol) selon le protocole
général d’alkylation stéréospécifique (Protocole). 1Be composé4l est obtenu avec 69 % de
rendement (250 mg, huile incolore).

C31He2 O N ; M = 478.8369 g/mol

[a]Z’=- 10 €= 0.45, CHQ)

RMN'H (500 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.82 (d, 3H3J,5.6 = 6.5 Hz, H-25), 0.85 (d, 3H),4.4 = 6.5 Hz, H-24), 0.88 (t, 3HJ.0, =
7 Hz, H-22), 1.02 (d, 3H),3., = 7 Hz, H-23), 0.9-1.6 (m, 36H, H-(3-21)), 1.7, (4H, H-p), 2.4 (m,
1H, H-2), 2.65 (g, 1H, H-p), 3.3-3.4 (m, 2H, H-B)38 (s, 3H, H-b), 3.42 (dd, 1P, = 7 Hz,’ .0 =
9 Hz, H-a), 3.58 (dd, 1H),, = 3.5 Hz ;. = 9 Hz, H-a), 6.45 (d, 1HJ,, = 7 Hz, H-1).

RMN"C (63 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-22), 20.1, 20.2, 20.4 (C-(23-289,1, 22.7 (C-21), 27.7, 29-30, 31.9 (C-20), 34.7,
37.0, 42.9, 45.5 (C-3, C-5), 26.5, 26.9, 50.7, §8:D), 63.6 (C-b), 74.9 (C-a), 144.8 (C-1).
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42: (25,4S,69)-2,4,6-Triméthyldocosanal

L'aldéhyde42 est obtenu quantitativement (221 mg) par hydroesé&hydrazone alkylédl (290 mg,
huile incolore, 0.61 mmol) selon le Protocole 14.

C25 H5060 : M = 366.6639 g/mOI

RMN'H (500 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3H3J,56= 6.5 Hz, H-25), 0.88 (t, 3HJ.1 = 7 Hz, H-22), 0.88 (d, 3HJ4=
6.5 Hz, H-24), 1.08 (d, 3H, H-28),3, = 7 Hz), 1.0-1.6 (m, 35H, H-(3-21)), 1.71 (ddd,, T, =
5.5 Hz,%J;4 = 8.5 Hz,2Jg.3 = 14 Hz, H-3), 2.45 (m, 1H, H-2), 9.58 (d, 13,, = 2.5 Hz, H-1).

RMN"C (75 MHz, CDGQ)

5 (ppm) = 14.1 (C-22), 14.3, 20.3, 20.4 (C-(23-289.7 (C-21), 26.9, 27.9, 29-30, 31.9 (C-20), 36.6,
38.4, 44.1, 45.1 (C-3, C-5), 205.4 (C-1).

O

43: Acide (25,4S,69)-2,4,6-triméthyltétracosanoique

Cy7Hs4 O, ; M = 410.7246 g/mol

[a]Z>=+7 €= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG)

3 (ppm) = 0.81 (d, 3H3J,7.6 = 6.5 Hz, H-27), 0.87 (t, 3HJ,4.05 = 6.5 Hz, H-24), 0.88 (d, 3H)s6.4 =
6.5 Hz, H-26), 1.17 (d, 3H),5., = 7 Hz, H-25), 1.0-1.6 (m, 39H, H-(3-23)), 1.7281l 1H,%J;.4, = 5 Hz,
333,=9.5 Hz,2) = 14 Hz, H-3), 2.6 (M, 1H, H-2).
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44 : (4S,6S,89)-2,4,6,8-Tétraméthyltétracos-2-énoate d’éthyle

L'ester 44 (83 mg, huile incolore, 65 %) est synthétisé paaction de Wittig sur l'aldéhydd2
(103 mg, 0.28 mmol) selon le protocole décrit pderément (Protocole 9).

Cgo Hss Og : M =450.7893 g/mOI

RMN'H (500 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.80 (d, 3H3J,55 = 7 Hz, H-28), 0.82 (d, 3HJ,76 = 7 Hz, H-27), 0.88 (t, 3HJou3 =
6.5 Hz, H-24) , 0.98 (d, 3H),s.4 = Hz, H-26), 1.29 (t, 3HJ,.. = 7 Hz, H-b), 1.0-1.7 (m, 36H, H-(5-
23)), 1.85 (s, 3H, H-25), 2.6 (m, 1H, H-4), 4.18 @Hl, H-a), 6.50 (d, 1HJ;4 = 10.5 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 12.4 (C-25), 14.1 (C-24), 14.3 (C-b), 2®0.5, 20.6 (C-(26-28)), 22.7 (C-23), 27.0, 28.1,
29-30, 30.7, 30.9, 31.9 (C-22), 37.0 (C-4), 44B4C-5, C-7), 60.3 (C-a), 126.2 (C-2), 148.2 (C-3
168.4 (C-1).

45: Acide (4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-enoique
L'ester 44 (83 mg, 0.18 mmol) est hydrolysé selon le protecgénéral de saponification décrit
(Protocole 10) pour obtenir quantitativement I'&adé (73 mg, huile incolore).
CagHs4 O, ; M = 422.7356 g/mol

[a]Z>=+ 15 €= 1.0, CHCY)

RMN'H (500 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.81 (d, 3H3J,5.5 = 6.5 Hz, H-28), 0.82 (d, 3HJ,7.6 = 6 Hz, H-27), 0.88 (t, 3HJs4.05 =
7 Hz, H-24), 0.99 (d, 3H)s4 = Hz, H-26), 0.9-1.5 (m, 36H, H~(5-23)), 1.86 &, H-23), 2.6 (m, 1H,
H-4), 6.65 (d, 1HJ;,4 = 10 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 12.1 (C-25), 14.1 (C-24), 20.0, 20.5, 2ATH26-28)), 22.7 (C-23), 27.0, 28.2, 29-30, 31.1,
31.9 (C-22), 37.0 (C-4), 44.2, 45.6 (C-5, C-7), 2E-2), 151.1 (C-3), 173.4 (C-1).
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46: (25,4S,69)-2,4,6-Triméthyldocosan-1-ol

L’aldéhyde 42 (118 mg, 0.32 mmol) est réduit selon le protoadderéduction décrit précédemment
(Protocole 15) afin d’obtenir quantitativement tabl 46 (116 mg, huile incolore).

CxsHs, O ; M = 368.6798 g/mol

RMN'H (500 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3H,56 = 6.5 Hz, H-25), 0.87 (d, 3HJ)244 = 6.5 Hz, H-24), 0.88 (t, 3H),0.,1 =
7 Hz, H-22), 0.93 (d, 3HJ,3, = 7 Hz, H-23), 1.0-1.6 (m, 36H, H-(3-21)), 1.73, (b, H-2), 3.37 (dd,
1H,3), = 7 Hz,%J;4 = 10.5 Hz, H-1), 3.54 (dd, 1H};., = 5 Hz,%);; = 10.5 Hz, H-1).

C16H33\‘/\‘/\‘/\|

47: (25,4S,69)-1-lodo-2,4,6-triméthyldocosane

L'alcool 46 (73 mg, 0.20 mmol) est iodé selon le Protocoleet permet d’obtenir 92.6 mg d'iodud&
(huile incolore, 98 %).

C25 Hsi 1 ; M= 478.5769 g/m0|

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.86 (2 d, 6H,J = 6.5 Hz, H-24, H-25), 0.88 (t, 3P, = 6.5 Hz, H-22), 0.96 (d, 38,3
= 6.5 Hz, H-23), 1.1-1.6 (m, 37H, H-(2-21)), 3.18( 1H,3J,, = 6 Hz,%J,.; = 9.5 Hz, H-1), 3.26 (dd,
1H,3), = 4 Hz,%J;., = 9.5 Hz, H-1).

RMN"C (75 MHz, CDG, 25°Q

5 (ppm) = 14.1 (C-24), 18.2, 20.4, 20.4 (C-(25-22)),7, 22.7 (C-21), 26.9, 27.4, 29-30, 31.6, 3CI (
20), 36.7, 44.1, 45.4 (C-3, C-5).

142



PARTIE EXPERIMENTALE

[

I
N

|

48 (2S,4S,6S,89)-N-[(S)-2-Méthoxymeéthylpyrrolidin-1-yl]-2,4,6,8-tétraméthyltétracosan-1-imine

L’hydrazone33 (110 mg, 2 €q.) est alkylée par l'iodu4& (151 mg, 0.31 mmol) selon le protocole
général d’alkylation stéréospécifique (Protocole). 1Be composé48 est obtenu avec 51 % de
rendement (84 mg, huile incolore).

C3sHes O N ; M =520.9166 g/mol

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.81 (d, 3H3,5 = 7 Hz, H-28), 0.83 (d, 3HJ,7.6 = 7 Hz, H-27), 0.85 (d, 3HJ.4 =
6.5 Hz, H-26), 0.88 (t, 3H )23 = 6.5 Hz, H-24), 1.02 (d, 3HJ,5,= 7 Hz, H-25), 1.0-1.7 (m, 39H, H-
(3-23)), 1.7-2 (m, 4H, H-p), 2.4 (m, 1H, H-2), 2.6f 1H, H-p), 3.37 (s, 3H, H-b), 3.3-3.6 (M, 4H, H
p), 3.57 (dd, 1H3J,, = 3.5 Hz,*J, » = 9 Hz, H-a), 6.46 (d, 1H),, = 7 Hz, H-1).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°Q

5 (ppm) = 14.1 (C-24), 20.2, 20.4, 20.6, 20.8 (C-285), 22.1, 22.7 (C-23), 26.5 (C-p), 26.9, 27.3,
27.6, 29-30, 31.9 (C-22), 34.7, 36.7, 42.7, 45547 4C-3, C-5, C-7), 50.7 (C-p), 59.2 (C-p), 635K,
74.9 (C-a).
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49: (25,4S,6S,89)-2,4,6,8-Tetraméthyltétracosanal
L’aldéhyde49 est obtenu quantitativement (66 mg, huile incolpae hydrolyse de I'hydrazone alkylée
48 (84 mg, 0.16 mmol) selon le Protocole 14.
Cas Hse O ; M = 408.7436 g/mol
[a]Z>=+3 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3HJ55 = 6.5 Hz, H-28), 0.84 (d, 3HJ,7.6 = 6.5 Hz, H-27), 0.88 ppm (t, 3Pl,4.23
= 6.5 Hz, H-24), 0.88 (d, 3H)6.4= 6.5 Hz, H-26), 1.09 (d, 3H)5, = 7 Hz, H-25), 1-1.8 (m, 39H, H-
(3-23)), 2.45 (m, 1H, H-2), 9.58 (d, 1/, = 2.5 Hz, H-1).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-24), 14.4, 20.5, 20.6, 20.8 (C-£83), 22.7 (C-23), 26.9, 27.4, 27.9, 29-30, 3T9 (
22), 36.5 (C-2), 38.2, 44.1, 45.1, 45.4 (C-3, G5, 205.4 (C-1).

0O

ClSHSWOH

50: Acide (25,4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracosanoique

L'aldéhyde 49 (85 mg, 0.21 mmol) est dissous dans l'acétone L(3®O7 M). Le réactif de Jones
(CrOs/H,SOy, 1 M, 300uL, 1.4 éq.) est ajouté a 0°C et le milieu est apggédant 30 min a 0°C. La
réaction est arrétée par ajout d’isopropanol (1 mi_j’'une solution de NI (5 %, 4 mL) puis le
milieu est extrait 3 fois avec du dichlorométhapes phases organiques rassemblées sont lavées avec
une solution aqueuse saturée de NaCl puis séchéedvigSQ et enfin le solvant est évaporé afin de
récupérer quantitativement I'acide @@ (87 mg, huile incolore).

Cus Hss O2 ; M = 424.7514 g/mol
[a]Z =+ 6.8 (c = 0.95, CHG)

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.82 (d, 3H3J,g.5 = 6.5 Hz, H-28), 0.84 (d, 3H),7.6 = 6.5 Hz, H-27), 0.88 (t, 3HJp403 =
6.5 Hz, H-24), 0.89 (d, 3HJ5.4= 6.5 Hz, H-26), 1.19 (d, 38}, = 7 Hz, H-25), 1.0-1.6 (m, 38H, H-
(3-23)), 1.77 (ddd, 1H ;.4 = 4.5 Hz,* 33, = 10 Hz,2J55 = 13.5 Hz, H-3), 2.6 (m, 1H, H-2).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-24), 18.1, 20.4, 20.5, 20.6 (C-283), 22.7 (C-23), 26.9, 27.2, 28.1, 29-30, 3T9 (
22), 36.7 (C-2), 37.3, 40.9, 45.3 (C-3, C-5, CiB3.5 (C-1).
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O

C16H33Wko/\

51: (4S,6S,8S,109)-2,4,6,8,10-Pentaméthylhexacos-2-enoate d’'éthyle

L'ester51 (19 mg, huile incolore, 55 %) est synthétisé gaction de Wittig sur I'aldéhyd¢9 (30 mg,
74.1umol) selon le Protocole 9 décrit précédemment.

C33 Hea Og M =492.8601 g/mOI
[a]Z’ =+ 18 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.8 (d, 3H3Js1.10= 6.5 Hz, H-31), 0.83 (d, 3HJs0.5 = 6.5 Hz, H-30), 0.83 (d, 3HJ)s0.6 =
6.5 Hz, H-29), 0.88 (t, 3H),6.05 = 7 Hz, H-26), 0.98 (d, 3H),5.4 = 6.5 Hz, H-28), 1.1-1.6 (m, 38H, H-
(5-25)), 1.29 (t, 3H3J,.. = 7 Hz, H-b), 1.85 (d, 3H,7.5= 1 Hz, H-27), 2.6 (m, 1H, H-4), 4.16, 4.2 (2
dq, 2H,%J., = 7 Hz,%) = 14 Hz, H-a), 6.76 (dq, 18)s4 = 10 Hz,"J5.,7 = 1 Hz, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 12.5 (C-27), 14.1 (C-26), 14.3 (C-b), 2@@.6, 20.7, 20.7 (C-(28-31)), 22.7 (C-25), 26.9,
27.3, 28.1, 29-30, 30.9, 31.9 (C24), 36.7 (C-4)1445.4, 45.6 (C-5, C-7, C-9), 60.3 (C-a), 12622 (
2), 148.2 (C-3), 168.4 (C-1).

o

C,,H
16 33WOH

52: Acide (4S,6S,8S,109)-2,4,6,8,10-pentaméthylhexacos-2-énoique
L’ester 51 (19 mg, 38.umol) est hydrolysé selon le protocole de saportifica(Protocole 10) pour
obtenir quantitativement I'acid&2 (16 mg, huile incolore).
Cz1 Heo O, ; M = 464.8069 g/mol
[a]2’ =+ 18 € = 1.0, CHCY)

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.8 (d, 3H3J31.10= 6.5 Hz, H-31), 0.83 (d, 6HJs0.6 = 3J30. = 6.5 Hz, H-29, H-30), 0.88 (t,
3H, *J6.25 = 6.5 Hz, H-26), 1.0 (d, 3HJ),g.4 = 6.5 Hz, H-28), 1.0-1.7 (m, 38H, H-(5-25)), 1.85 3H,
*Jy73= 1 Hz, H-27), 2.6 (m, 1H, H-4), 6.66 (dq, 134 = 10 Hz,"J;,;= 1 Hz, H-3).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 12.1 (C-27), 14.1 (C-26), 20.4, 20.5, 2@®6 (C-(28-31)), 22.7 (C-25), 26.9, 27.3, 284,
30, 31.1, 31.9 (C24), 36.7 (C-4), 43.9, 45.4, 466, C-7, C-9), 125.4 (C-2), 151.0 (C-3), 173.41C
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53: (25,4S) -N-[(9)-2-Méthoxymeéthylpyrrolidin-1-yl]-2,4-diméthylhexan-1-imine

L’hydrazone33 (472 mg, 2 €q.) est dissoute dans le THF anhymL( sous argon. Une solution de
lithium diisopropylamide (LDA) (1.8 M, 1.7 mL, 2&.) est ajoutée goutte a goutte a 0°C. Le milieu
réactionnel est laissé a 0°C pendant 45 min. Liiedd80uL, 1.4 mmol), est ensuite ajouté goutte a
goutte au mélange précédent refroidi a -78°C. Ceeuniest agité a -78°C pendant 3 h puis laissé
réchauffer doucement jusqu’a température ambiante.

Le milieu réactionnel est hydrolysé puis extraitcéthyléther. La phase organique est lavée a |'eau
séchée avec MgS(Qpuis évaporeée.

Une purification par colonne chromatographique gétu AE/EP 10/1) permet de recueillir le produit
alkylé 53 (220 mg, huile incolore, 66 %) avec un exces digstisomérique d’environ 90 %.

C14 Hog O N, ; M= 240.3850 g/m0|

[a]>=-72 €= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.85 (t, 3HJs.5 = 7 Hz, H-6), 0.85 (d, 3HJ;4 = 6.5 Hz, H-8), 1.02 (d, 3HJ,, = 7 Hz, H-
7), 1-1.6 (m, 5H, H-3, H-4, H-5), 1.7-2 (m, 4H, Bi-2.4 (m, 1H, H-2), 2.67 (q, 1H, H-p), 3.38 (s,,3H
H-b), 3.3-3.4 (m, 2H, H-p), 3.42 (dd, 1., = 7 Hz,*J,.o = 9 Hz, H-a), 3.58 (dd, 1HJ., = 3.5 Hz,
3)aa= 9 Hz, H-a'), 6.47 (d, 1HJs0 = 6.5 Hz, H-8).

RMN™C (63 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 11.3 (C-6), 19.2, 19.9 (C-7, C-8), 229,82 31.9, 34.8, 42.6, 26.5, 50.6, 59.2 (C-p), 686
b), 74.9 (C-a), 144.9 (C-1).
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Y

54: (4S,69)-2,4,6-Triméthyloct-2-enoate d’'éthyle

L’hydrazone alkyléeb3 (247 mg, 1.03 mmol), dissoute dans I'éther degbeétcS mL), est hydrolysée
par une solution d’'HCI (6 M, 5 mL, 30 éq.) a tengiére ambiante. Aprés 90 min d’agitation, le milieu
est extrait avec du dichlorométhane. La phase daqgamrécupérée est lavée avec une solution aqueuse
de NaHCQ 5 %, séchée avec Mggfiltrée puis le solvant est partiellement évapdi@déhyde
obtenu étant tres volatile.

Dans ce mélange, quelques billes de tamis moléeulaét le carboéthoxyéthylidene-
triphénylphosphorane (448 mg, 1.2 éq.) sont ajoutésmilieu réactionnel est agité a température
ambiante une nuit sous argon. Une filtration perdhé&iminer le tamis puis le solvant est évaporéeU
colonne chromatographique (éluant : AE/EP 1/10ineed’obtenir I'esteb4 (108 mg, huile, 49 %).

CisHa O, ; M = 212.3324 g/mol
[a]Z>=+39 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.82 (d, 3HJ11.6 = 6 Hz, H-11), 0.84 (t, 3HJs; = 7 Hz, H-8), 0.98 (d, 3HJ,0.4= 6.5 Hz,
H-10), 1-1.4 (m, 5H, H-5, H-6, H-7), 1.29 (t, 38,., = 7 Hz, H-b), 1.84 (d, 3HJo5 = 1.5 Hz, H-9),
2.6 (m, 1H, H-4), 4.18 (q, 2H, H-3l..,= 7 Hz), 6.50 (dq, 1HJ;4 = 10 Hz,"J;» = 1.5 Hz, H-3).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 11.2 (C-8), 12.4 (C-9), 14.3 (C-b), 19B1), 20.5 (C-10), 30.0 (C-7), 30.8 (C-4), 32.2 (C
6), 44.1 (C-5), 60.3 (C-a), 126.1 (C-2), 148.2 (C1$8.4 (C-1).

WOH

55: Acide (4S,69)-2,4,6-triméthyloct-2-énoique

L’ester54 (108 mg, 0.51 €q.) est saponifié selon le Proto&6l pour conduire & I'acide correspondant
55 (73 mg, huile incolore, 78 %).

Cii H O, ; M = 184.2786 g/mol
[a]Z> =+ 47 €= 1.0, CHCY))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3HJ,1.6= 6 Hz, H-11), 0.86 (t, 3HJs., = 7 Hz, H-8), 1.0 (d, 3HJy0.. = 6.5 Hz, H-
10), 1.1-1.5 (m, 5H, H-5, H-6, H-7), 1.86 (d, 385 = 1.5 Hz, H-9), 2.6 (m, 1H, H-4), 6.68 (dq, 1H,
333.4= 10 Hz,"J;5= 1.5 Hz, H-3).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 11.2 (C-8), 12.0 (C-9), 19.0 (C-11), 2(C410), 30.0 (C-7), 31.1 (C-4), 32.3 (C-6), 44.% (C
5), 125.5 (C-2), 151.2 (C-3), 174.2 (C-1).
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C17H3WOH

56: (9)-2,4-Diméthyldocos-2-en-1-ol

L’ester29 (73 mg, 0.18 mmol) est dissous dans THF distdl& (L). Une solution de DIBAL-H dans

le toluene (1 M, 0.4 mL, 2.3 éq.) est ajoutée &C7& e milieu est réchauffé doucement jusqu’a ce qu
I'ester se solubilise puis est agité pendant 3detde température (environ -20°C). La réaction est
arrétée par ajout d'une goutte de méthanol et d’ldsntampon tartrate. Le milieu est extrait trasf

au dichlomométhane et ces phases organiques s@msla I'eau puis avec une solution saturée de
NaCl, séchées avec MggCfiltrées, et le solvant est évaporé. L’alcool estsuite purifié par
chromatographie sur colonne de silice (éluant :E®EA/10) pour obtenir le composé [@f (64 mg,
solide blanc, rendement quantitatif).

Co4Hys O ; M = 352.6445 g/mol

[a]Z>=+6 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 0.90 (t, 3HJ,5, = 6.5 Hz, H-22), 0.94 (d, 38J,4.4 = 6.5 Hz, H-24), 1.1-1.5 (m, 34H, H-(5-
21)), 1.68 (s, 3H, H-23), 2.37 (m, 1H, H-4), 4.812H, H-1), 5.19 (d, 1HJs4 = 9.5 Hz, H-3).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 13.8 (C-23), 14.1 (C-22), 21.0 (C-24),2@-21), 27.5, 29-30, 31.9 (C-20), 32.0, 37.6 (C-
4), 69.1 (C-1), 133.3 (C-2).
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57:(9-2,4,6-Triméthyltétracos-2,4-dienoate d’'éthyle

Le PCC (77 mg, 2 éq.) est dissous dans le dichlétlomme anhydre (0.3 mL) avec de l'acétate de
sodium déshydraté (73 mg, 5 éq.) et du tamis mt#eu3 A. Ce mélange est agité sous argon a
température ambiante pendant 30 min, puis l'alc6él (63 mg, 0.18 mmol) dissous dans le
dichlorométhane (0.3 mL) est ajouté.

Apres 2 h d’'agitation a température ambiante, lgeemréactionnel est dilué dans le diéthylétheitéag
pendant 20 min puis filtré sur silice. Le solvast évaporé pour obtenir I'aldéhyde. Celui-ci edisét
sans purification supplémentaire dans la réactel\Vitig selon le Protocole 9 décrit. La réactiamed

6 jours et I'esteb7 est obtenu avec un rendement de 82 % (64 mg, imaiddore).

Cue Hss O, ; M = 434.7466 g/mol
[a]Z>=+ 34 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

& (ppm) = 0.88 (t, 3HJ = 6.5 Hz, H-24), 0.97 (d, 3HJ,74 = 6.5 Hz, H-27), 1.1-1.3 (m, 34H, H-(7-
23)), 1.1 (t, 2HJ.p = 7 Hz, H-a), 1.84, 2.01 (2 s, 6H, H-25, H-261%2(m, 1H, H-6), 4.21 (q, 2HJs-a
=7 Hz, H-b), 5.38 (d, 1HJs.c = 9.5 Hz, H-5), 7.12 (s, 1H, H-3).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 14.0, 14.1 (C-24), 14.3 (C-b), 16.4, 2727), 22.7 (C-23), 27.6, 29-30, 31.9 (C-22), 32.8
37.4 (C-6), 60.5 (C-a), 125.1, 130.5 (C-2, C-4)3.14143.2 (C-3, C-5), 169.2 (C-1).

O

Cl7H3WOH

58: Acide (9)-2,4,6-triméthyltétracos-2,4-diénoique

L'ester57 (54 mg, 0.12 mmol) est hydrolysé selon le protea® saponification décrit précédemment
pour fournir quantitativement I'acidg8 (45 mg, solide blanc).

Cy7 Hso O, ; M = 406.6928 g/mol
[a]Z’=+39 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 3HJ = 6.5 Hz, H-24), 0.99 (d, 3H),4 = 6.5 Hz, H-27), 1.2-1.5 (m, 34H, H-(7-
23)), 1.87, 2.03 (2 s, 6H, H-25, H-26), 2.5 (m, HH6), 5.47 (d, 1H3Js5 = 10 Hz, H-5), 7.27 (s, 1H,
H-3).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 13.6, 14.1 (C-24), 16.3, 20.6 (C-27), AL723), 27.6, 29-30, 31.9 (C-22), 32.9, 37.3 (C-6)
123.9, 130.6 (C-2, C-4), 144.8, 145.7 (C-3, C-54.8 (C-1).
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* * *x % %

59: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-(2-méthyloctadécanoyl)-2',3'O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composé (84 mg, 84umol) est acylé par I'acid23 (50 mg, 2 €q.) selon le protocole d'acylation
décrit (Protocole 3) pour donner le composé diaB9l€/3 mg, huile incolore, 68 %).

C73 Hio 014 S|2, M =1279.9343 g/m0|

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.9 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-18B), 1.1 (d, 3H)108.08 = 7 Hz, H-19B), 1-2 (m, 84H, H-(3-
15)A, H-(3-17)B, HiPr), 2.2-2.5 (m, 3H, H-2A, H-2B), 3.5 (t, 1Bl,5 =3J,.5 = 9 Hz, H-4), 3.66 (t*,
1H, “Jsax-s6q = Jsax-s = 10 Hz, H-GY), 3.69 (t, 1H,%1,5 = %1y 3 = 10 Hz, H-4), 3.74 (t, 1HJsax66q=
3Jsaxs = 10 Hz, H-6), 3.82 (m, 1H, H-5"), 3.9 (dd, 1HJ,.» = 4 Hz,%),.5 = 9 Hz, H-2"), 4.13 (dd, 1H,
ZJssq-sax = 10 HZ,3Jeeqs = 5 Hz, H-Gy), 4.19 (t, 1H,%Js4 =%Js» = 9 Hz, H-3"), 4.2-4.4 (m, 2H, H-5,
H-6¢y), 5.0 (dd, 1H3J, 1 = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.12 (d, 1H);» = 4 Hz, H-1’), 5.37 (d*, 1H3J,,
= 4 Hz, H-1), 5.48, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.8 1H, *J;., = 35, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H,
H-Ar).

* Dédoublement visible d0 a la présence des deastéli€oisomeéres.

* * *x % %

60: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-(2-méthyloctodécanoyl)a,a-D-tréhalose

Le composésr9 (67 mg, 52.3umol) est désilylé (Protocole 6) pour donner le difl(42 mg, solide
blanc, 77 %).

C61 Hge 013; M = 1037.4254 g/m0|

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.9 (t, 6H3) = 7 Hz, H-16A, H-18B), 1.1 (d, 3H)1eg.28 = 7 Hz, H-19B), 1-1.4 (m, 52H, H-
(4-15)A, H-(4-17)B), 1.5-1.7 (m, 4H, H-3A, H-3B),2¥ (d,%J = 7 Hz, (QH)-2’), 2.3-2.5 (m, 3H, H-2A,
H-2B), 2.68 (d, 1H>J = 2.5 Hz, (1)-3"), 3.52 (t, 1H )45 =°3J45 = 9 Hz, H-4"), 3.65-3.9 (m, 5H, H-
2, H-4, H-5', H-6,, H-65,), 4.1 (td, 1H,* )54 =3%J3.» = 9 HZ,%J,.0 = 2.5 Hz, H-3"), 4.0-4.25 (m, 2H,
H-5, H-6s), 4.33 (dd, 1H, Jssq6ax= 10 Hz,%Jssq5= 5 Hz, H-Gy), 5.06 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%),5 =
10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1HJ;» = 4 Hz, H-1'), 5.4 (d*, 1H%J,, = 4 Hz, H-1), 5.52, 5.53 (2 s, H-7, H-
7'), 5.65 (t*, 1H,%3;, = °J;, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* Dédoublements visible d( a la présence des destétéoisomeres.

* * *x % %
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61: 4,6;4",6’-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-(2-méthyloctadécanoyl)-2'O-sulfate-a,a-D-
tréhalose

Le composé0 (10 mg, 9.64imol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donagsrbduitél (5.2 mg,
solide blanc, 48 %).

Ces1 Hos O S Na ; M =1139.4707 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.9 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-18B), 1.1 (d, 3HJ105.06 = 7 Hz, H-19B), 1.1-1.4 (m, 52H,
H-(4-15)A, H-(4-17)B), 1.5-1.8 (m, 4H, H-3A, H-3B},3-2.5 (m, 3H, H-2A, H-2B), 3.6 {)4.5 =%J,-

s = 9 Hz, H-4’), 3.65-3.8 (M, 3H, H-4, Hi6 H-6,), 4.1-4.5 (m, 5H, H-2’, H-3’, H-5, H-5', H-§)),
4.54 (dd, 1HJssq6ax= 10 HZ,*Jseq5= 5 Hz, H-G), 5.06 (dd, 1H>J,; = 4 Hz,%J, 3 = 10 Hz, H-2), 5.35
(d*, 1H,%),» = 4 Hz, H-1), 5.5 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1"), 5.52, 5.56 (2 s, 2H, H-7, H-7") 65t*, 1H,
%334 =2J3,=10 Hz, H-3), 7.3-7.8 (m, 10H, H-Ar).

* Dédoublement visible d0 a la présence des deastéli€oisomeéres.

* * *x % %

62 : 2-O-Hexadécanoyl-30-(2-méthyloctadécanoyl)-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composésl (5.2 mg, 4.6umol) est déprotégé (Protocole 8) pour donner gtaiviement (4 mg,
solide blanc) le sulfoglycolipide attenéd.

C47Hg7 O S Na ; M = 963.2532 g/mOI

RMN'H (600 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-18B), 1.15* (d, 3HJxss05 = 7 Hz, H-19B), 1.2-1.5 (m,
52H, H-(4-15)A, H-(4-17)B), 1.6 (m, 4H, H-3A, H-3B3.32 (m, 2H, H-2A), 2.46 (m, 1H, H-2B), 3.50
(t, 1H,3Jp5 =3Jp3 = 9.5 Hz, H-4"), 3.52 (t, 1HJy5 = *Js5 = 10 Hz, H-4), 3.65-3.75 (m, 4H, H-5", H-
6, H-6), 3.9 (m, 2H, H-3', H-6), 4.24 (m, 2H, H-H-5), 4.88* (dd, 1H%J,., = 4 Hz,%J,; = 10 Hz, H-
2), 5.29* (d,%J;., = 4 Hz, H-1), 5.44* (t3J;.4, = *J;, = 10 Hz, H-3), 5.48 (d),.» = 3.5 Hz, H-1").

* Dédoublement visible d0 a la présence des deastéli€oisomeres.

RMN"C HSQC (151 MHz, MeOD/CDg1/1, 25°C)

5 (ppm) = 12.9 (C-16A, C-18B), 15.9 (C-19B), 21.81EA, C-17B), 23.8 (C-3A, C-3B), 26.5, 28-30
(C-(4-13)A, C-(4-15)B), 31.0 (C-14A, C-16B), 33.0-@A), 39.0 (C-2B), 60.5 (C-6, C-6’), 68.8 (C-4),
69.3 (C-4’), 70.1 (C-2), 70.7 (C-3), 71.1 (C-51.3 (C-3), 71.6 (C-5’), 76.1 (C-2’), 91.1 (C-1),.02
(C-1).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 939.57 Exp. : m/z = 939.67
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* * *x % %

63: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-30-[(2S,45)-2,4-diméthyldocosanoyl]-20-hexadécanoyl-2',3'O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le compos& (74 mg, 74umol) est acylé par I'acidg6 (51 mg, 1.8 éq.) selon le protocole d’acylation
décrit (Protocole 3) pour donner le composé dia68lé19 mg, huile incolore, 49 %).

C78 His, 014 S|2 : M =1350.0687 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.78 (d, 3H3s4.45 = 6.5 Hz, H-24B), 0.89 (t, 6H) = 7 Hz, H-16A, H-22B), 1.1 (d, 3H,
3353808 = 7 Hz, H-23B), 1.1-2 (m, 88H, H-(3-15)A, H- (3 BI)H-iPr), 2.32 (td, 2H3J2A3A—35H22J

= 8 Hz, H-2A), 2.55 (m, 1H, H-28), 3.51 (t, 18,5 =3Jp5 = 9 Hz, H-4"), 3.65 (t, 1H3J,5=33,5=9
Hz, H-4), 3.69, 3.74 (2 t, 2H,16axeeq ®Jsaxs = 10 Hz, H-G, H-6.), 3.8 (m, 1H, H-5'), 3.9 (dd, 1H,
J21 -4Hz3J23 = 8.5 Hz, H-2'), 4.13 (dd, 1I—fJequaX—1OH23Jeeq5—5Hz H@q) 4.19 (t, 1H,

8)34 =333 = 9 Hz, H-3"), 4.2-4.4 (m, 2H, H-5, Hsf, 5.01 (dd, 1H3J,; = 4 Hz,%),5 = 10 Hz, H-2),
5.13 (d, 1H2J,» = 4 Hz, H-1"), 5.37 (d, 1HJ,,= 4 Hz, H-1), 5.47, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7), 5.8,

1H, %354 = %33, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

64 :4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-30-[(2S,45)-2,4-diméthyldocosanoyl]-20-hexadécanoyla,a-D-
tréhalose

Le composé3 (49 mg, 37umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dofeneliol 64 (23 mg,
solide blanc, 61 %).

Cse H106 013 M= 1107.5598 g/mol

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.78 (d, 3HJp45.45 = 6.5 Hz, H-24B), 0.89 (t, 6H) = 7 Hz, H-16A, H-22B), 1.12 (d, 3HJ
=7 Hz, H-23B), 1.15-1.35 (m, 60H, H-(4-15)A, H-24)B), 16(m 3H, H-3A, H-3B), 2.36, 2.37 (2 q,
2H,3%J,5 = 7.5 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-2B), 3.51 (t, 18,5 =345 = 9 Hz, H-4), 3.65-3,9 (m, 5H,
H-2', H-4, H-5', H-6,, H-65), 4.07 (¢, 1H,.335.4 =%33.> = 9 Hz, H-3), 4.09-4.25 (m, 2H, H-5, He,
4.33 (dd, 1H; ZJsq6ax= 10 Hz,2Jgeq5= 5 Hz, H-G), 5.06 (dd, 1H3J,; = 4 Hz,%J,5= 10 Hz, H-2), 5.17
(d, 1H,%3;-, = 4 Hz, H-1'), 5.39 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.51, 5.52 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.6, 1H,
333.4= %33, = 10 Hz, H-3), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * * % %
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65: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-30-[(2S,49)-2,4-diméthyldocosanoyl]-20-hexadécanoyl-2'O-
sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composés4 (7.6 mg, 6.8umol) est sulfaté selon le protocole décrit précédent (Protocole 7)
pour donner le produ5 (4 mg, solide blanc, 49 %).

Ces Hios O S Na ; M = 1209.6051 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGIl1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.78 (d, 3H,45.45 = 6.5 Hz, H-24B), 0.89 (t, 6H) = 7 Hz, H-16A, H-22B), 1.12 (d, 3H,
),38.08 = 7 Hz, H-23B), 1.15-1.5 (m, 60H, H-(4-15)A, H-24)B), 1.5-1.8 (m, 3H, H-3A, H-3B), 2.3-
2.7 (m, 3H, H-2A, H-2B), 3.6 (t, 1H)s.5 =343 = 9.5 Hz, H-4"), 3.7 (t, 1H3),5 = *J45 = 10 Hz, H-
4), 3.73 (t, LH Jsax-66q= “Jsaxs = 10 Hz, H-6)), 3.75 (t, 1H Jpax-6cq = Jsax-s = 10 Hz, H-§,), 3.95 (m,
1H, H-5), 4.10 (m, 1H, H-§)), 4.17 (t, 1H,Jss =°J3» = 9.5 Hz, H-3"), 4.35 (dd, 1HJ),;- = 4 Hz,
%Jy.3 = 10 Hz, H-2), 4.4 (m, 1H, H-5), 4.54 (dd, 1Hseq6ax= 10 Hz,%Jseq5= 5 Hz, H-G,), 5.07 (dd,
1H, 33,1 = 4 Hz,3),3 = 10 Hz, H-2), 5.35 (d, 1H)., = 4 Hz, H-1), 5.5 (d, 1HJ,.» = 4 Hz, H-1)),
5.51, 5.56 (2's, 2H, H-7, H-7"), 5.59 (t, 18, = %3, = 10 Hz, H-3), 7.2-7.8 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

66: 3-O-[(2S,49)-2,4-Diméthyldocosanoyl]-20-hexadécanoyl-2’'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composéss (4 mg, 3.3lumol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour doguentitativement
(2.4 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide atter@hu

Cso Hg7 O S Na ; M = 1033.3876 g/mOI

RMN'H (600 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.87 (d, 3H,45.45 = 6.5 Hz, H-24B), 0.89 (t, 6H) = 7 Hz, H-16A, H-22B), 1.17 (d, 3H,
83,3828 = 7 Hz, H-23B), 1.2-1.6 (m, 60H, H-(3-15)A, H-(33B), 2.3 (m, 2H, H-2A), 2.5 (m, 1H, H-
2B), 3.50 (t, 1H3),.5 =3J45 = 9.5 Hz, H-4"), 3.52 (t, 1HJs5 = *Js5 = 10 Hz, H-4), 3.65-3.75 (m, 4H,
H-5', H-6, H-6"), 3.95 (m, 2H, H-3’, H-6), 4.24 (n2H, H-2", H-5), 4.89 (dd, 1HJ,., = 4 Hz,%J, 5 =
10 Hz, H-2), 5.29 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.44 (t, 1HJ);, = %J;, = 10 Hz, H-3), 5.48 (d, 1H),.» =

4 Hz, H-1).

RMN"C HSQC (151 MHz, MeOD/CDg1/1, 25°C)

3 (ppm) = 13.0 (C-16A, C-22B), 17.0 (C-23B), 18.52€B), 21.8 (C-15A, C-21B), 23.9 (C-3A), 26.1,
28-30, 31.1 (C-14A, C-20B), 33.1 (C-2A), 36.3, 36352B), 40.6 (C-3B), 60.5, 60.6 (C-6, C-6"), 69.0
(C-4), 69.5 (C-4), 70.3 (C-2), 70.8 (C-3"), 71.@-B), 71.5 (C-3), 71.7 (C-5"), 76.1 (C-2’), 91.1-((,
92.1 (C-1).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 1009.65 Exp. : m/z = 1009.54
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* * *x % %

67: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
[(2S,4S,69)-2,4,6-triméthyltétracosanoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composé (24 mg, 24umol) est acylé par I'acidd3 (20 mg, 2 €q.) selon le protocole d'acylation
décrit (Protocole 3) pour donner le composé diaB¥l€l9 mg, huile incolore, 58 %).

Cgl Hiss 014 S|2 M =1392.1493 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.77 (d, 3HJ,78.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.79 (d, 3H),68.45 = 6.5 Hz, H-26B), 0.88 (t, 6H)
=7 Hz, H-16A, H-24B), 1-2 (m, 94H, H-(3-15)A, H-@)B, H4iPr, H-25B), 2.31, 2.32 (2 t, 2F},a 3
= 8 Hz, H-2A), 2.55 (m, 1H, H-2B), 3.51 (t, 18,5 =3J4.3 = 9 Hz, H-4"), 3.65 (t, 1HJ,5 =315 =
10 Hz, H-4), 3.69, 3.73 (2 t, 2PlJsax.c6q= Jaxs= 10 Hz, H-G,, H-6,), 3.8 (m, 1H, H-5"), 3.9 (dd, 1H,
%31 = 4 Hz,%3y3 = 9 Hz, H-2'), 4.13 (ddJseq6ax = 10 HZ,*Jseq s = 5 Hz, H-G), 4.2 (t, 1H,%Jz4 =
)3 = 9 Hz, H-3'), 4.2-4.4 (m, 2H, H-5, Hs8, 5.02 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%J, 3 = 10 Hz, H-2), 5.12 (d,
1H,%J;, = 4 Hz, H-1), 5.37 (d, 1HJ,., = 4 Hz, H-1), 5.46, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 6.@, 1H,°J;,
=3J,,=10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

68: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-[(2S,4S,6S)-2,4,6-triméthyltétracosanoyl]-
a,a-D-tréhalose

Le composé&7 (19 mg, 14umol) est déprotégé sur les positions 2’ et 3’ éhafose selon le Protocole
6) pour donner le did8 (9 mg, solide blanc, 59 %).

Coo H112 O13; M =1149.6405 g/mol

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.8 (d, 3H3,75.6 = 6.5 Hz, H-27B), 0.82 (d, 3HJ268.45 = 6.5 Hz, H-26B), 0.88 (t, 6H,) =
7 Hz, H-16A, H-24B), 1.13 (d, 3H)s58.08 = 6.5 Hz, H-25B), 1.1-2 (m, 66H, H-(3-15)A, H-(3)B),
2.33, 2.4 (2 quint, 2HJa.3x = 7.5 Hz,2 = 15 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-2B), 3.5 (t, 1B,5 =3J,.5
= 9 Hz, H-4), 3.7 (t, 1HJsax-66q = Jeax-s = 10 Hz, H-G,), 3.6-3.9 (m, 4H, H-2, H-4, H-5', H-g),
4.0-4.3 (m, 3H, H-3", H-5, H-§), 4.33 (dd, 1HJssqeax= 10 Hz,*Jgeq5= 5 Hz, H-Gy), 5.07 (dd, 1H,
334= 4 Hz,*), 3= 10 Hz, H-2), 5.17 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1"), 5.4 (d, 1H%J,,= 4 Hz, H-1), 5.5 (2 s,
2H, H-7, H-7"), 5.66 (t, 1H3J;., =3J;, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %
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69: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-0O-[(2S,4S,65)-2,4,6-
triméthyltétracosanoyl)-a,a-D-tréhalose

Le composé8 (6.5 mg, 5.6qumol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donegrbduit69 (1.4 mg,
solide blanc, 20 %).

CeoHi11 O S Na ; M =1251.6857 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.8 (d, 3HJ,7p.6s = 6.5 Hz, H-27B), 0.82 (d, 3HJ265.45 = 6.5 Hz, H-26B), 0.88 (t, 6H) =
7 Hz, H-16A, H-24B), 1.14 (d, 3HJ:s5.05 = 7 Hz, H-25B), 1.1-1.7 (m, 66H, H-(3-15)A, H-(3)B),
2.33, 2.4 (2 quint, 2HJa05 = 7.5 Hz,2 = 15 Hz, H-2A), 2,6 (m, 1H, H-2B), 3.6 (t, 1R, = 31,5
=9 Hz, H-4’), 3.63 (t, 1H3,5 = )43 = 9 Hz, H-4), 3.6-4.2 (M, 4H, H-5', Hs6 H-6,,, H-64), 4.16 (t,
1H,%)s.4 = %332 = 9 Hz, H-3), 4.35 (dd, 1HJ,.; = 3.5 Hz,*J,.5 = 9.5 Hz, H-2'), 4.4 ppm (td, H-5,
%J5.660= 5, Js.6ax = 5.4 = 10 Hz), 4.54 (dd, 1HJseqeax= 10 Hz,*Jgeq5= 5 Hz, H-Gy), 5.07 (dd, 1H3J,,
=4 Hz,%),3= 10 Hz, H-2), 5.36 (d, 1H),., = 4 Hz, H-1), 5.5 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1"), 5.5, 5.56 (2
s, 2H, H-7, H-7"), 5.6 (t, 1HJ;.4 = )5, = 10 Hz, H-3), 7.2-7.8 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

70: 2-O-Hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-O-[(2S,4S,65)-2,4,6-triméthyltétracosanoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composé69 (2 mg, 1.6umol) est déprotégé en milieu acide (Protocole 8lurpdonner
guantitativement (1.1 mg, solide blanc) le sulfaghpide attendwO.

C55 Hio3 O]_e S Na; M=1075.4682 g/m0|

RMN'H (600 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.86 (d, 3HJp75.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.87 (d, 3HJ)s65.45 = 6.5 Hz, H-26B), 0.89 (t, 6H)
= 7 Hz, H-16A, H-24B), 1.17 (d, 38,588 = 7 Hz, H-25B), 1.2-1.7 (m, 66H, H-(3-15)A, H-(3)B),
2.3 (m, 3H, H-2A, H-2B), 3.50 (t, 1H),.5 =°J45 = 9.5 Hz, H-4"), 3.52 (t, 1HJ,5 = *J,5= 10 Hz, H-
4), 3.65-3.75 (m, 4H, H-5’, H-6, H-6"), 3.95 (m, 2H-3’, H-6), 4.20 (m, 2H, H-2’, H-5), 4.90 (dd, 1H
33,4 = 4 Hz,%3,.5 = 10 Hz, H-2), 5.30 (.., = 4 Hz, H-1), 5.43 (£J;4 = 3J5, = 10 Hz, H-3), 5.48 (d,
), = 3.5 Hz, H-1).

RMN™C HSQC (151 MHz, MeOD/CDg1/1, 25°C)

3 (ppm) = 13.0 (C-16A, C-24B), 17.0 (C-25B), 19.3(@B-27)B), 21.8 (C-15A, C-23B), 23.9 (C-3A),
28-30, 31.1 (C-14A, C-22B), 33.1 (C-2A), 36.2 (C)2B0.0, 44.7 (C-3B, C-5B%0.5, 60.7 (C-6, C-

6’), 69.1 (C-4), 69.2 (C-4), 70.1 (C-2), 70.8 (Q;371.1 (C-5), 71.6 (C-3), 71.7 (C-5’), 76.3 (C}2’

91.1 (C-1), 92.0 (C-1").

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z =1051.70 Exp.: m/z =1051.36
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* * *x % %

71: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
[(2S,4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracosanoylla,a-D-tréhalose

Le compos& (141 mg, 1.5 éq.) est acylé par I'acE®(40 mg, 94umol) selon le protocole d’acylation
aux micro-ondes décrit (Protocole 4) pour donneolaposé diacylé&l (81 mg, huile incolore, 61 %).

ng H140 014 S|2 M =1406.1762 g/mOI

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.75-0.85 (m, 12H, H-25B, H-26B, H-27B,28B), 0.88 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-
24B), 1-1.5 (m, 93H, H-(3-15)A, H-(3-23)B, HRr), 2.3 (m, 2H, H-2A), 2.55 (m, 1H, H-2B), 3.53 (t
1H, *Jps =345 = 9 Hz, H-4"), 3.6-3.8 (M, 4H, H-4, H-5, Hs6 H-6.,), 3.92 (dd, 1H3J,.;. = 4 Hz,
%Jp3 = 9 Hz, H-2"), 4.1-4.4 (m, H-3', H-5, Hef H-6), 5.04 (dd, 1H2J, 1 = 3.5 Hz,>J, 3= 9.5 Hz, H-
2), 5.14 (d, 1H3J;.» = 4 Hz, H-1’), 5.39 (d, 1H3J,, = 3.5 Hz, H-1), 5.48, 5.55 (2 s, 2H, H-7, H-7"),
5.68 (t, 1H 2334 = 333, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

72: 4,6;4,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-[(2S,4S,6S,89)-2,4,6,8-
tétraméthyltétracosanoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composé7l (79 mg, 56.2umol) est désilylé avec NBE (Protocole 6) pour donner le di@gR
(56 mg, solide blanc, 86 %).

C7o Hi1a 013 :M=1163.6674 g/mOI
[a]y = + 49 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.80 (d, 3HJ = 7 Hz, H-28B), 0.82 (d, 6HJ = 7 Hz, H-26B, H-27B), 0.88 (t, 6H) =
7 Hz, H-16A, H-24B), 1.14 (d, 3H) = 7 Hz, H-25B), 1.1-1.9 (m, 65H, H-(3-15)A, H-(3)B), 2.4 (m,
3H, H-2A, H-2B), 3.5 (t, 1H3,5 = 3Js.3 = 9 Hz, H-4"), 3.6-3.9 (m, 5H, H-2", H-4, H-5', B4, H-
Bax), 4.05 (t, 1H,*Jz4 =3Iz = 9 Hz, H-3'), 4.12 (dd, 1HJssq-cax = 10 Hz,%Jssq5 = 4.5 Hz, H-,),

4.19 (id, 1H,3Js_6é%= 4.5%)5 6ax = %J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1HJscq6ax= 10 Hz,*Jseq5= 5 Hz, H-
6eg), 5.07 (dd, 1H3J,; = 4 Hz,%J, 3= 10 Hz, H-2), 5.15 (d, 1H),.» = 4 Hz, H-1), 5.39 (d, 1HJ, , =
4 Hz, H-1),5.5 (2 s, 2H, H-7, H-7), 5.65 (t, 1H;4 =35, = 10 Hz, H-3), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

156



PARTIE EXPERIMENTALE

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 14.1 (C-16A, C-24B), 18.6, 20.3, 20.4 @5-@8)B), 22.7 (C-15A, C-23B), 24.6 (C-3A),
27.0, 27.8, 29-30, 31.9 (C-14A, C-22B)), 33.9 (0)286.8, 37.6, 39.9, 45.2, 45.6 (C-(3,5,7)B), 63.0
(C-5), 63.3 (C-5"), 68.4, 68.6 (C-3, C-6, C-6"),.8qC-2), 71.2 (C-3'), 72.2 (C-2’), 79.3 (C-4), 8QC-
4’), 92.4 (C-1), 94.8 (C-1’), 101.2, 101.9 (C-7,7Q; 125-130 CH-Ar), 136.8, 136.9 (C-Ar), 173.0 (C-
1B), 175.6 (C-1A).

* * *x % %

73: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-0-[(2S,4S,6S,85)-2,4,6,8-
tétrameéthyltétracosanoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composérZ2 (32 mg, 27.5umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour doneeprbduit73 (7 mg,
solide blanc, 20 %).

CioHi130,6S Na; M =1265.7126 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.64 (d, 3HJ,g5.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.67 (d, 6H) = 6.5 Hz, H-26B, H-27B), 0.73 (t, 6H,
3) = 7 Hz, H-16A, H-24B), 1.0 (d, 3H),s8.28 = 7 Hz, H-25B), 1-1.7 (m, 65H, H-(3-15)A, H-(3-18)
2.19, 2.26 (2 quint, 2H, H-2&),s.34 = 7.5 Hz,2J = 15 Hz), 2.5 (m, 1H, H-2B), 3.45 (t, 18,5 =3%J,.

3 = 9 Hz, H-4"), 3.54 (t, 1HJs5 = *Js3= 10 Hz, H-4), 3.57 (t, 1HJsax66q= Jeaxs = 10 Hz, H-G,), 3.6
(t, TH, Jsax-seq = Joax-s = 10 Hz, H-§,), 3.75 (m, 1H, H-5’), 3.98 (dd, 1HJseqsax = 10 HZ,*Jseq5 =
4.5 Hz, H-8;), 4.01 (t, 1H,%Js4 =%J35 = 9.5 Hz, H-3), 4.2 (dd¥J,1 = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2)),
4.24 (m, 1H, H-5), 4.39 (dd, 1AJssq6ax= 10 Hz,*Jseq5= 5 Hz, H-G), 4.92 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%),5
=10 Hz, H-2), 5.21 (d, 1HJ., = 4 Hz, H-1), 5.35 (d, 1HJ;.» = 4 Hz, H-1'), 5.35, 5.41 (2 s, 2H, H-7,
H-7), 5.44 (t, 1H3J5.4 = 3J5, = 10 Hz, H-3), 7.2-7.8 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

74 : 2-O-Hexadécanoyl-2"O-sulfate-3-O-[(2S,4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracosanoylla,a-D-
tréhalose

Le composéZ3 (7 mg, 5.53umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donguoantitativement
(4 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attenci

C56 Hios O]_e S Na; M =1089.4951 g/m0|
[a]Z = + 62 € = 0.33, MeOH/CHGI 1/1)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.86 (3 d, 9H) = 6.5 Hz, H-26B, H-27B, H-28B), 0.89 (t, 68,= 6.5 Hz, H-16A, H-24B),
1.18 (d, 3H3J558.08 = 6.5 Hz, H-25B), 1.0-1.7 (m, 65H, H-(3-15)A, H23)B), 2.3 (m, 2H, H-2A), 2.6
(m, 1H, H-2B), 3.5 (m, 2H, H-4, H-4), 3.7 (m, 4H;5’, H-6, H-6"), 3.95 (m, 2H, H-3', H-6), 4.25 (m,
2H, H-2, H-5), 4.90 (dd, 1H3J,., = 4 Hz,3J,.3 = 10 Hz, H-2), 5.30 (d, 1H).., = 4 Hz, H-1), 5.43 (t,
1H,%3;4 =335, = 10 Hz, H-3), 5.48 (d, 1HJ;.» = 4 Hz, H-1)).

RMN™C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

5 (ppm) = 13.1 (C-16A, C-24B), 17.3, 19.5, 19.7,91€C-(25-28)B), 22.0 (C-15A, C-23B), 24.0 (C-
3A), 26.3, 26.6, 27.3, 28-30, 31.3 (C-14A, C-2283,2 (C-2A), 36.1, 36.8 (C-2B), 40.0, 44.6, 44.8 (C
3B, C-5B, C-7B), 60.6, 60.9 (C-6, C-6"), 69.1 (G-89.5 (C-4"), 70.3 (C-2), 71.0 (C-3'), 71.4 (C-5),
71.7 (C-3), 71.9 (C-5’), 76.3 (C-2’), 91.4 (C-1p.9 (C-1’), 172.8 (C-1B), 176.5 (C-1A).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc.: m/z =1065.71 Exp. : m/z = 1065.47
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75: 4,6;4,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-(2-méthylicos-2-énoyl)-2’,3'O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le compos& (116 mg, 116umol) est acylé par I'acid2l (75 mg, 2 €q.) selon le protocole d'acylation
décrit (Protocole 3) pour donner le composé diagglé0 mg, huile incolore, 48 %).

C75 Hiza 014 S|2 M =1305.9422 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3) = 7 Hz, H-16A, H-20B), 1-2 (m, 84H, H-(3-15)A, B-9)B, HiPr), 1.78 (d,
3H, *J1p.3s = 1 Hz, H-21B), 2-2.4 (m, 4H, H-2A, H-4B), 3.5 tH, 33,5 =3J45 = 9 Hz, H-4"), 3.69 (t,
1H, 2Jsax-s6q = Joax-s = 10 Hz, H-§), 3.72 (t, 1H,%),5 = *Js3 = 10 Hz, H-4), 3.75 (t, 1HJsax66q=

%Jsaxs= 10 Hz, H-,), 3.83 (td, 1HJs 6ax = *J5.4 = 10 HZ,*J5. 6¢q = 4.5 Hz, H-5’), 3.9 (dd, 1H),. 1
4 Hz,%Jy5 = 8.5 Hz, H-2'), 4.13 (dd, 1HJssq-sax = 10 HZ,*Jseq5 = 4.5 Hz, H-5), 4.2 (t, 1H,%Js 4
)35 = 8.5 Hz, H-3'), 4.22 (dd, 1HJssq6ax= 10 Hz,*Jscq5= 5 Hz, H-G), 4.34 (td, 1H s 6ax = *J5.4 =
10 Hz,%Js5.669= 5 Hz, H-5), 5.08 (dd, 1HJ,1 = 4 Hz,%J,53 = 10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1HJ);-» = 4 Hz, H-
1'), 5.35 (d, 1H2J,., = 4 Hz, H-1), 5.49, 5.52 (2s, 2H, H-7, H-7"), 5.f%21H, %3, = *J;, = 10 Hz, H-
3), 6.72 (tq, H-3B%J35.45 = 7.5 Hz,"Jsg215 = 1 HZ), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

76: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-(2-méthylicos-2énoyl)a,a-D-tréhalose

Le composérZs (60 mg, 56umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dofeneliol 76 (40 mg,
solide blanc, 67 %).

ng Hgs 013 : M =1063.4633 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-20B), 1-2 (m, 56H, H-(3-15)A, 15-09)B), 1.81 (d, 3H,
*Jppas = 1 Hz, H-21B), 2-2.4 (m, 4H, H-2A, H-4B), 3.51 (tH, °Js5 = *Js.3 = 9 Hz, H-4"), 3.69 (t,
1H, “Jsax 66 = Jsax-s = 10 Hz, H-§,), 3.7-3.8 (m, 3H, H-2’, H-4, H-8), 3.86 (td, 1HJs 6ax = *Js5.s =

10 Hz,Js.66¢ = 5 Hz, H-5"), 4.09 (t, 1H3Js s =J3.» = 9 Hz, H-3'), 4.12 (dd, 1HJseq-6ax = 10 Hz,
Jesq-s = 5 Hz, H-67), 4.21 (td, 1H,%Js 6ax = *J5.4 = 10 Hz,%J5.66q= 5 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1HJssq6ax=

10 Hz,%Js¢q5= 5 Hz, H-Gy), 5.12 (dd, 1H%J, 1 = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1H),» = 4 Hz,

H-1)), 5.37 (d, 1H2J,., = 4 Hz, H-1), 5.5, 5.53 (2s, 2H, H-7, H-7"), 5.@®21H,%);, = 3J;, = 10 Hz, H-
3), 6.77 (tq, H-3B¥J35.45 = 7.5 Hz,"J35.215 = 1 Hz), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %
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77: 4,6;4,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-(2-méthylicos-2-enoyl)-2'O-sulfate-a,a-D-
tréhalose

Le composér6 (40 mg, 37.umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donegorbduit77 (25 mg,
solide blanc, 57 %).

Cesz Hg7 O S Na ; M = 1165.5086 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6HJ = 7 Hz, H-16A, H-20B), 1.1-1.7 (m, 56H, H-(3-15)A;(5-19)B), 1.82 (d, 3H,
*Jo1pae = 1 Hz, H21B) 2125(m 4H, H-2A, H-4B), 3.3, 4H, H-4, H-4', H-4, H-§, H6dx)
3.96 (td, 1HJ5 600 = *J5.4 = 10 Hz,*Js5.66¢ = 5 Hz, H-5’), 4.13 (dd, 1I—F,J6eq sax = 10 HZ,Jesq5 =
4.5 Hz, H-G4), 4.16 (t, 1H3J34 =333, = 9.5 Hz, H-3), 4.36 (dd, 1H),.; = 4 Hz,%J,.3 = 9.5 Hz,
H-2), 4.41 (td, 1H3J55ax— Js4 = 9.5 Hz,*J5 66q= 5 Hz, H-5), 4.53 (dd, 1|4J6eqﬁax_ 10 Hz,*Jssq 5 =
5 Hz, H-6,), 5.13 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%J, 5 = 10 Hz, H-2), 5.33 (d, ll-fJ12—4Hz H-1), 5.5 (d, 1H,
3312 = 4 Hz, H-1), 5.53, 5.55 (2s, 2H, H-7, H-7’), 5.&, 1H,%J;, = %J;, = 10 Hz, H-3), 6.79 (tq, H-
3B, J3B w=7.5Hz, J3B sg=1 HZ) 7.2-7.6 (m 10H, H-Ar)

* * *x % %

78: 2-O-Hexadécanoyl-30-(2-méthylicos-2-énoyl)-2’'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composér7 (25 mg, 21.4imol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donnantitativement
(12 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attericii

Cuo Hgo O16 S Na ; M = 989.2911 g/mol
[a]%’ = + 80 € = 0.57, MeOH/CHGI 1/1)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6HJ = 7 Hz, H-16A, H-20B), 1.1-1.6 (m, 56H, H-(3-15)A;(5-19)B), 1.83 (d, 3H,
*Jo1ea8 = 1.5 Hz, H-21B), 2.19 (q, 2H, H-4B), 2.28 (q, 2#2A), 3.50 (t, 1H3J,5 = 31,3 = 9.5 Hz,
H-4"), 3.60 (t, 1H2J—3J65—95Hz H-6), 3.6-3.8 (m, 4H, H-4, H-5’, H-6-61), 3.95 (t, 1H3J5.4 =
%33> = 10 Hz, H-3"), 3.97 (m, 1H, H-6), 4.98 (dd, 1H,., = 3.5 Hz,3J21_3’ = 9.5 Hz, H-2), 4.25 (m,
1H, H-5), 4.99 (dd, 1HJ,, = 3.5 Hz,3),.5 = 10 Hz, H-2), 5.28 (d, 1H),., = 3.5 Hz, H-1), 5.49 (d, 1H,
331 = 4 Hz, H-1"), 5.49 (t, 1H3J5.4 = 333, = 10 Hz, H-3), 6.8 (tq?J3s.45 = 7 Hz,"Jag.15 = 1.5 Hz, H-
3B).

RMN™C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 11.4 (C-21B), 13.1 (C-16A, C-20B), 22.018A, C-19B), 24.3 (C-3A), 28-30, 31.3 (C-14A,
C-18B), 33.4 (C-2A), 60.6 (C-6), 60.9 (C-6'), 6§®-4), 69.6 (C-4’), 70.2 (C-2), 71.0 (C-3"), 716
5), 72.0 (C-5"), 72.3 (C-3), 76.3 (C-2"), 91.7 (§-92.5 (C-1'), 126.47.0 (C-2B), 143.2 (C-3B), 167.
(C-1B), 172.9 (C-1A).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 965.59 Exp. : m/z = 965.75
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* * *x % %

79: 4,6;4,6'-Di-O-benzylidene-30-[(S)-2,4-diméthyldocos-2-enoyl]-29-hexadécanoyl-2',3'O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composé3d (112 mg, 112imol) est acylé par I'acid&g0 (56 mg, 1.4 €g.) selon le protocole
d’acylation décrit (Protocole 3) pour donner le posé diacyl&9 (62 mg, huile incolore, 41 %).

C78 H130 014 S|2 : M =1348.0528 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16, H-22), 0.95 (d, 3Bll45.45 = 6.5 Hz, H-24), 1-1.6 (m, 88H, H-
(3-15)A, H-(5-21)B, HiPr), 1.79 (d, 3H35.38 = 1 Hz, H-23B), 2.3 (t, 2HJa.3a = 7 Hz, H-2A), 2.42
(m, 1H, H-4B), 3.51 (t, H-43J,5 =%Jp3 = 9 Hz), 3.69 (t3Jsax-seq = Jeax-ss = 10 Hz, H-G), 3.74 (t,
3345 =3043= 10 Hz, H-4), 3.75 (£Jsax66q= Joaxs= 10 Hz, H-8,), 3.83 (td Js-ear = 3J5-s = 10 Hz,3J5.
seq = 5 Hz, H-5"), 3.91 (Ao = 4 Hz,%),.5 = 9 Hz, H-2), 4.13 (ddfiJseq-6ax = 10 HZ,*Jseq5 = 5 Hz,
H-6¢q), 4.2 (t,°J3.4 =°J3.» = 9 Hz, H-3"), 4.23 (dd'Jeeq 6ax= 10 HZ,*Jseq.5= 5 Hz, H-Gy), 4.34 (1d,*Js.
sax = J5.4 = 10 HZ,%J5 6¢q= 5 Hz, H-5), 5.08 (dd’J,1 = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.13 (1> = 4 Hz,
H-1), 5.35 (d,%J,., = 4 Hz, H-1), 5.5, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7’), 5.®%1%J;.4 = *Js, = 10 Hz, H-3), 6.8
(dq, H-3B,%J35.035 = 10 Hz,*J = 1 Hz), 7.3-7.5 (m, H-Ar).

* * *x % %

80: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidéne-30-[(S)-2,4-diméthyldocos-2-enoyl]-29-hexadécanoyle,a-D-
tréhalose

Le composé&/9 (61 mg, 45.2umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolendiol 80 (43 mg,
solide blanc, 87 %).

C66 Hioa 013 : M =1105.5440 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

5=0.88 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-22B), 0.98 (d, 3H) = 7 Hz, H-24B), 1.1-1.6 (m, 60H, H-(3-15)A,
H-(5-21)B), 1.81 (d, 3H%J535 = 1.5 Hz, H-23B), 2.34 (t, 2HJoa3a = 7.5 Hz, H-2A), 2.46 (m, 1H,
H-4B), 3.51 (t, 1H 3,5 =Jp3 = 9 Hz, H-4"), 3.7 (t, 1H Jsax-ceq = Jeax-s = 10 Hz, H-§), 3.75 (dd,
1H,%3 1 = 4 Hz,%)y 5 = 9 Hz, H-2), 3.77 (t, 2HJ45 = %Ja3 = “Jsaxesq= “Jeaxs = 10 Hz, H-4, H-6),
3.86 (1d,J56¢q = 5,°J5.6ax = Jg.a = 10 Hz, H-5"), 4.1 (t, 1HJ3.4 =%Js» = 9 Hz, H-3'), 4.13 (dd, 1H,
ZJesq-sax = 10 HZ,*Josq-s = 5 Hz, H-G4), 4.21 (td, 1H.Js.66q= 5, *Js.6ax = Js.a = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd,
1H, “Jseqeax= 10 Hz,*Jseq5= 5 Hz, H-G,), 5.13 (dd, 1H>J,; = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1H,
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3)1» = 4 Hz, H-1"), 5.39 (d, 1H3J,, = 4 Hz, H-1), 5.5, 5.54 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.&11H, %35, =
333, =10 Hz, H-3), 6.54 (dq, 1HJ38.45 = 10 Hz,*J35.095 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

81: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-30-[(9)-2,4-diméthyldocos-2-enoyl]-29-hexadécanoyl-2'O-
sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composés0 (43 mg, 39.2umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donagorbduit81 (18 mg,
solide blanc, 37 %).

C66 Hio3 O]_e S Na; M=1207.5892 g/m0|

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

5= 0.89 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-22B), 0.99 (d, 3H) = 6.5 Hz, H-24B), 1.1-1.6 (m, 60H, H-(3-
15)A, H-(5-21)B), 1.82 (d, 3HJ,35.35 = 1.5 Hz, H-23B), 2.35 (t, 2HJoa3a = 7.5 Hz, H-2A), 2.48 (m,
1H, H-4B), 3.6 (t, 1HJ,5 =3J43 = 9 Hz, H-4"), 3.6-4 (m, 4H, H-4, H-5', Hs§ H-6,,), 4.12 (dd,
1H, 2Jgeqsax = 10 HZ,Jssqs = 4 Hz, H-Gy), 4.15 (t, 1H,%Js4 =°J3.» = 10 Hz, H-3'), 4.38 (dd, 1H,
%Jp1 = 4 Hz,%Jp3 = 10 Hz, H-2"), 4.4 (td, 1HJs 664 = 5, *Js.6ax = *J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.53 (dd, 1H,
ZJssqsa= 10 HZ,*Jseq5= 5 Hz, H-Gy), 5.13 (dd, 1H>3,, = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.32 (d, 1H),» =

4 Hz, H-1), 5.5 (d, 1HJ;.», = 4 Hz, H-1"), 5.51, 5.54 (2 s, 2H, H-7, H-7)68. (t, 1H,%3;4 = %), =
10 Hz, H-3), 6.57 (dq, 1HJ)35.45 = 10 Hz,*J3.035 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.6 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

82: 3-O-[(9)-2,4-Diméthyldocos-2-enoyl]-29-hexadécanoyl-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composédl (18 mg, 14.1umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donmantitativement
(9.9 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attergf

Cso Hgs O S Na ; M =1031.3717 g/mOI
[a]Z> =+ 89 €= 1.0, MeOH/CHG 1/1)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

5 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-22B), 1.0 (d, 3H)os4s = 6.5 Hz, H-24B), 1.1-1.6 (m,
60H, H-(3-15)A, H-(5-21)B), 1.84 (d, 3HJx3s.35 = 1 Hz, H-23B), 2.28 (t, 2HJ,a3n = 7.5 Hz, H-2A),
2.5 (m, 1H, H-4B), 3.50 (t, 1H)y5 = 3Js.3 = 9 Hz, H-4"), 3.61 (t, 1H3J,5 = 33,5 = 10 Hz, H-4), 3.7
(m, 4H, H-5", H-6, H-6"), 3.95 (m, 2H, H-3', H-6%.25 (m, 2H, H-2’, H-5), 4.99 (dd, 18),, = 4 Hz,
83,3 =10 Hz, H-2), 5.28 (d, 1H),., = 4 Hz, H-1), 5.49 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1’), 5.50 (t, 1HJ5, =
333, = 10 Hz, H-3), 6.57 (dq, 1HJ35.45 = 10 Hz,*J35.005 = 1 Hz, H-3B).

RMN"C (75 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 11.7 (C-23B), 13.2 (C-16A, C-22B), 19.028B), 22.1 (C-15A, C-21B), 24.3 (C-3A), 26.9,
28-30, 31.3 (C-14A, C-20B), 32.7, 33.4 (C-2A), 3¢2-4B), 60.7 (C-6), 60.9 (C-6"), 68.9 (C-4),
69.6(C-4’), 70.2 (C-2), 71.0 (C-3), 71.6 (C-5),.91C-5’), 72.4 (C-3), 76.4 (C-2’), 91.7 (C-1), 84C-
1'), 125.1 (C-2B), 149.0 (C-3B), 167.8 (C-1B), 192C-1A).

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc. : m/z = 1007.63 Exp. : m/z = 1007.59
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* * *x % %

83: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
[(4S,69)-2,4,6-triméthyltétracos-2-enoyl]a,a-D-tréhalose

Le composé3d (274 mg, 1.5 éq.) est acylé par l'aci@8 (72 mg, 1774mol) selon le protocole
d’acylation décrit (Protocole 3) pour donner le posé diacyld3 (62 mg, huile incolore, 41 %).

Cgl Hiss 014 S|2 : M =1390.1334 g/mOI

RMN’H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.78 (d, 3HJ,78.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H) = 7 Hz, H-16A, H- -24B), 0.94 (d, 3H,
J25B4B—65HZ H26B) 116(m 91H, H(3 15)A H(B‘)B H'|Pr) 18(d 3H, J25B3B—15HZ
H-258), 2.3 (t, 2H3J2A3A—7Hz H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 35 1Blps = 3y = O Hz, H-4"),
3.69 (t, 1H, ZJeax-s6q = Jpax-s = 10 Hz, H-6/), 3.73 (t, 1H, 345 = 343_10 Hz, H-4), 3.75 (t, 1H g
6eq— J6ax5—1OHZ H@x) 383(td 1H, J56ax~ \]54 = 10 Hz, J569q—45HZ H5) 39(dd 1H,
Jz]_ =4 Hz, J23 =9 Hz, H2) 413(dd 1|_FJ6eq6ax_10HZ J6eq5—45HZ H@q) 42(t 1H,
Jsa =332 = 9 Hz, H-3'), 4.23 (dd, 1HJseq6ax= 10 Hz, Jeeq5—5Hz H-Gy), 4.34 (td, 1H s 6ax =
3354 = 10 Hz, J5eeq—5HZ H-5), 5.08 (dd, 1I—?J21—4Hz J,5 = 10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1#,112 =
4 Hz, H-1), 5.37 (d, 1H3J,, = 4 Hz, H-1), 5.49, 553 (2's, 2H, H-7, H-7), 5. 1H, 3334 =303, =
10 Hz, H-3), 6.48 (dq, 1HJ3.45 = 10 Hz,*J3g.055 = 1.5 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (63 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 11.6-13QH-iPr, C-25B), 14.1 (C-16A, C-24B), 17-17.6HsiPr), 19.6, 20.4 (C-26B, C-
27B), 22.7 (C-15A, C-23B), 24.8 (C-3A), 25.4, 2629-30, 31.9 (C-14A, C-22B), 34.0 (C-2A), 37.5
(C-4B), 44.3 (C-5B), 62.7 (C-5, C-5’), 68.8, 69{-8, C-6, C-6"), 71.0 (C-2), 73.4 (C-3), 75.3 (Q;2
79.4 (C-4), 81.1 (C-4), 92.2 (C-1), 94.6 (C-1'Q1.2, 101.7 (C-7, C-7’), 125.4 (C-2B), 125-12CH¢
Ar), 137.1,137.6 (C-Ar), 149.1 (C-3B), 167.0 (C-18Y3.3 (C-1A).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

84: 4,6;4",6’-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-[(4S,6S)-2,4,6-triméthyltétracos-2-enoyl]-
a,a-D-tréhalose

Le composé&3 (102 mg, 73.21mol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolndiol 84 (45 mg,
solide blanc, 53 %).

Coo H110013; M = 1147.6246 g/mol

RMNH (250 MHz, CDGJ, 25°C)

6(ppm) = 0.8 (d, 3H3J,78.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H,) = 7 Hz, H-16A, H24B) 0.96 (d, 3H,
3Jr68.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1.1-1.6 (m, 63H, H-(3-15)A, H-?3)B), 1.83 (d, 3H: 325838_ 1.5 Hz, H-
25B), 2.34 (t, 2H3J2A3A—7Hz H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1Bl,.5 =3J,5 = 9 Hz, H-4"),
3.7 (t, 1H2J6ax6eq_ Jsaxs = 10 Hz, H-G), 3.7-3.8 (m, 3H, H-2’, H-4, H-§), 3.87 (td, 1HJ5.6a¢ =
)54 = 10 HZ,%J5.6¢q = 5 Hz, H-5"), 4.09 (t, 1H3J34 =333, = 9 Hz, H-3'), 4.13 (dd, 1#,]66(4Gax
10 Hz,%Jseqs = 5 Hz, H-G), 4.21 (td, 1H3J55ax— Js4 = 10 Hz,%Js 659 = 5 Hz, H-5), 4.34 (dd, 1H,
J6eq6ax 10 Hz, J6eq5—5HZ HQO) 5.13 (dd 1H \]21—4HZ J23—10 Hz, H2) 519(d l"?,]]_z
= 4 Hz, H-1), 5.37 (d, 1H3J,, = 4 Hz, H-1), 55, 5.53 (2's, 2H, H-7, H-7), 5.L1H, 3334=303, =
10 Hz, H-3), 6.52 (dq, 1HJ3g.45 = 10 Hz,*J3g.055 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

85: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-0-[(4S,6S)-2,4,6-
triméthyltétracos-2-enoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composeéd4 (25 mg, 21.8mol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donagurbduit85 (10 mg,
solide blanc, 38 %).

Ceo Hi00O16 S Na ; M = 1249.6699 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.81 (d, 3HJy78.68 = 6.5 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H) = 7 Hz, H-16A, H-24B), 0.98 (d, 3H,
®Jr6848 = 6.5 Hz, H-26B), 1.1-1.7 (m, 63H, H-(3-15)A, H-23)B), 1.84 (d, 3H: 325333_ 1.5 Hz, H-
25B), 2.34 (t, 2H3J2A3A—7Hz H-2A), 2.6 (m, 1H, H4B) 3.63 (t, 1|3u45 =3),3 = 9 Hz, H-4"),

3.5-3.8 (m, 3H, H-4, H:f, H-6.), 3.95 (td, 1H, 560 = 354 = 10 HZ,%J5.66g = 5 Hz, H-5"), 4.11
(dd, 1H, Jﬁeqeax_mHz $Jesqs = 5 Hz, H-G), 4.14 (t, 1H,% )54 = 332 =9 Hz, H-3"), 4.4 (td, 1H,

3J56ax— 354 = 10 Hz,%J5 6¢q= 5 Hz, H-5), 4.39 (dd, 1HJs¢q.00x= 10 Hz,2Jssq5= 5 Hz, H-G), 5.13 (dd,

1H, °J,.1 = 4 Hz,%J,.53 = 10 Hz, H-2), 5.32 (d, 1H”‘,J12-4Hz H-1), 5.5 (d, 1H., = 4 Hz, H-1),

5.51, 5.54 (2 s, 2H, H-7, H-7’), 5.63 (t, 1854 = °J;, = 10 Hz, H-3), 6.53 (dq, 1548 = 10 HZ,

*Jas.255 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

86 : 2-O-Hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-O-[(4S,69)-2,4,6-triméthyltétracos-2-enoyl]ea,a-D-tréhalose

Le composéds (10 mg, 8.1umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donguoantitativement
(6.6 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide atter@u

Cs5 Hi01 O16 S Na ; M = 1073.4523 g/mol
[a]Z’ = + 80 € = 0.46, MeOH/CHGI 1/1)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/4, 35°C)

3 (ppm) = 0.86 (d, 3HJ,75.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H,) = 7 Hz, H-16A, H-24B), 0.97 (d, 3H,
3)s68.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1-1.6 (m, 64H, H-(3-15)A, H-(3)B), 1.82 (d, 3H*%,6p.98 = 1.5 Hz, H-
25B), 2.22, 2.26 (2 quint, 2H),a.3a = 8 Hz,2J = 16 Hz, H-2A), 2.62 (m, 1H, H-4B), 3.52 (t, 1?34 5
=3),5 = 9.5 Hz, H-4"), 3.53 (t, 1HJ,5 = 3J4,3 = 9.5 Hz, H-4), 3.5-3.8 (m, 4H, H-5", H-6, H-63,94
(t, 1H,%)3» =334 = 10 Hz, H-3), 3.97 (dd, 1HJ = 12 Hz,*Js.s = 3 Hz, H-6), 4.23 (m, 2H, H-2’, H-
5), 4.97 (dd, 1H3J,.; = 3.5 Hz,*J,.5 = 10 Hz, H-2), 5.25 (d, 1H),., = 3.5 Hz, H-1), 5.43 (t, 1H);, =
333, = 10 Hz, H-3), 5.46 (d, 1H),» = 3.5 Hz, H-1'), 6.54 (tq®Jss.45 = 10 Hz,*Jsg055 = 1.5 Hz, H-
3B).

RMN"C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

5 (ppm) = 11.6 (C-25B), 13.2 (C-16A, C-24B), 18.8,3.(C-26B, C-27B), 22.0 (C-15A, C-23B)), 24.3
(C-3A), 26.3, 28-30, 30.2 (C-6B), 31.3 (C-14A, CB)233.4 (C-2A), 36.9 (C-4B), 43.8 (C-5B), 60.6
(C-6), 60.9 (C-6"), 69.0 (C-4), 69.6 (C-4’), 702-R), 71.0 (C-3"), 71.6 (C-5), 72.0 (C-5"), 72.4-85,
76.3 (C-2"), 91.7 (C-1), 92.5 (C-1'), 125.0 (C-2B}9.1 (C-3B), 167.8 (C-1B), 172.8 (C-1A).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z = 1049.68 Exp. : m/z = 1049.47
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PARTIE EXPERIMENTALE

* * *x % %

87: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-énoylh,a-D-tréhalose

L'acide 45 (120 mg, 0.28 mmol) est activé par le chlorurexdlgle selon le Protocole 11.
Le chlorure d'acyle ainsi obtenu est mis a réagacde compos8 (491 mg, 1.7 é€q.) selon le protocole
d’acylation décrit (Protocole 5) pour donner le pasé diacyl@7 (111 mg, huile incolore, 28 %).

ng Hiss 014 S|2 : M =1404.1603 g/mOI

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

5=0.7-1 (m, 9H, H-26B, H-27B, H-28), 0.88 (t, 6d,= 6.5 Hz, H-16A, H-24B), 1-1.6 (m, 90H, H-(3-
15)A, H-(5-23)B, HiPr), 1.81 (d, 3HJ,s5.35 = 1 Hz, H-25B), 2.29 (t, 2HJa.31 = 8 Hz, H-2A), 2.6
(m, 1H, H-4B), 3.5 (t, 1HJy 5 = *Jy5 = 10 Hz, H-4), 3.68 (t, 1H.Jsax-ceq = Joax-s = 10 Hz, H-G),
3.7 (t, 1H,23,5 =213 = 10 Hz, H-4), 3.74 (t, 1HJsax660= Joaxs = 10 Hz, H-G), 3.85 (td, 1HJ5 6ax =
)54 = 10 Hz,J5.66q = 4.5 Hz, H-5), 3.91 (dd, 1H)».1 = 4 Hz,%),5 = 9 Hz, H-2'), 4.12 (dd, 1H,
ZJssq-cax = 10 Hz, Jssq5 = 4.5 Hz, H-8y), 4.2 (t, 1H,% 3.4 =°J3.» = 9 Hz, H-3"), 4.23 (dd, 1HJseq 6ax
= 10 Hz,%Js¢q5= 5 Hz, H-6), 4.33 (td, 1HJs 6ax= %Js.4 = 10 Hz,%J5 6¢q= 5 Hz, H-5), 5.07 (dd, 1H ).
1= 4 Hz,%3,3= 10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1HJ1.» = 4 Hz, H-1"), 5.35 (d, 1HJ,., = 4 Hz, H-1), 5.46, 5.52
(2's, 2H, H-7, H-7"), 5.71 (t, 1HJs4 = 3J;, = 10 Hz, H-3), 6.48 (d, 1HJ35.45 = 10 Hz,%J = 1 Hz, H-
3B), 7.3-7.5 (m, H-Ar).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 11.7-13CH-iPr), 12.6 (C-25B), 14.1 (C-16A, C-24B), 17-17@H-iPr), 19.8, 20.4, 20.8
(C-26-28)B), 22.7 (C-15A, C-23B), 24.8 (C-3A), 2728.0, 29-30, 30.8, 31.9 (C-14A, C-22B), 34.0
(C-2A), 37.3, 43.8, 45.3 (C-5B, C-7B), 62.6 (C-62.7 (C-5’), 68.8, 69.0 (C-3, C-6, C-6’), 71.0 (§-2
73.5 (C-3"), 75.3 (C-2), 79.5 (C-4), 81.1 (C-492.2 (C-1), 94.6 (C-1), 101.2, 101.7 (C-7, C-7),
125.5 (C-2B), 126-1300H-Ar), 137.2, 137.6 (C-Ar), 149.0 (C-3B), 166.9 {B), 173.2 (C-1A).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

88: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-
enoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composé7 (136 mg, 74.4imol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolndiol 88 (79 mg,
solide blanc, 92 %).

CioH11203; M =1161.6515 g/mOI
[a]Z>=+56 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.75 (d, 3Hz65.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.81 (d, 3HJ,78.68 = 6 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H,) =
6.5 Hz, H-16A, H-24B), 0.97 (d, 3HJs6s.48 = 6.5 Hz, H-26B), 1.1-1.7 (m, 62H, H-(3-15)A, H-(5
23)B), 1.83 (d, 3HJs5.55 = 1 Hz, H-25B), 2.34 (t, 2HJ,a.34 = 8 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.5
(t, 1H,%)p5 =°Jp3 = 9.5 Hz, H-4"), 3.68 (t, 1HJsax-66q = “Joax-s = 10 Hz, H-G,), 3.72 (dd, 1H Iy

= 4 Hz,%)y5 = 9.5 Hz, H-2), 3.72 (t, 1HJ,5 = °J43 = 10 Hz, H-4), 3.75 (t, 1HJsaxseq= Joaxs =
10 Hz, H-6,), 3.85 (td, 1HJ5.66q = 5 HZ,%Js 6a¢ = *J5.4 = 10 Hz, H-5'), 4.08 (t, 1HJs4 =%J3» =
9.5 Hz, H-3"), 4.12 (dd, 1HJseq-6ax = 10 HZ,*Jseq-5 = 5 Hz, H-B), 4.21 (td, 1H  Js.66q= 5 HZ,Js 6ax
= %354 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1HJscq6ax= 10 Hz,’Jgeq.5= 5 Hz, H-Gy), 5.12 (dd, 1HJ,, = 4 Hz,
33,3 =10 Hz, H-2), 5.17 (d, 1H);.» = 4 Hz, H-1"), 5.37 (d, 1H3,,, = 4 Hz, H-1), 5.49 (s, 2H, H-7,
H-7), 5.72 (t, 1H 334 = *J5, = 10 Hz, H-3), 6.51 (dq, 1H)ss.45 = 10 Hz,*Jsp.055 = 1 Hz, H-3B), 7.3-
7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 12.6 (C-25B), 14.1 (C-16A, C-24B), 19.8,£ 20.8 (C-(26-28)B), 22.7 (C-15A, C-23B),
24.8 (C-3A), 27.0, 28.0, 29-30, 30.8, 31.9 (C-14A22B), 34.0 (C-2A), 37.3 (C-4B), 43.7, 45.2 (C-
5B, C-7B), 63.2 (C-5), 63.3 (C-5"), 68.6, 68.7, BC-3, C-6, C-6’), 70.8 (C-2), 71.2 (C-3"), 722~(
2", 79.4 (C-4), 80.8 (C-4), 92.6 (C-1), 94.9 (Q;1101.5, 102.0 (C-7, C-7’), 125.5 (C-2B), 126-130
(CH-Ar), 136.9, 137.0 (C-Ar), 149.0 C-3B), 167.1 (8)1173.0 (C-1A).

* * *x % %

89: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-O-[(4S,6S,85)-2,4,6,8-
tétrameéthyltétracos-2-enoyl]a,a-D-tréhalose

Le composéd8 (85 mg, 66umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour doneeprbduit89 (30 mg,
solide blanc, 36 %).

CioH1110OsS Na ; M =1263.6967 g/mOI

[a]Z’ = + 46 € = 1.0, DCM/MeOH 4/1)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.75 (d, 3H,65.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.81 (d, 3HJ,78.68 = 6 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H,) =

6.5 Hz, H-16A, H-24B), 0.98 (d, 3H),68.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1-1.7 (m, 68H, H-(3-15)A, H-(3)B),

1.84 (s, 3H, H-25B), 2.34 (t, 2B)a3a = 7.5 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.59 (t, 1845 = 3Js3

= 9.5 Hz, H-4'), 3.6-4 (M, 4H, H-4, H-5', Hg6 H-6.,), 4.12 (dd, 1HJssq-6ax = 10 HZ,*Jeeq-5 = 5 Hz,
H-6¢q), 4.15 (t, 1H,%Js4 = %33> = 9.5 Hz, H-3'), 4.3-4.5 (M, 2H, H-2’, H-5), 4.5d, 1H,Jscq.006=

10 Hz,*Jseq5= 5 Hz, H-G), 5.12 (dd, 1H3J,; = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.33 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-
1), 5.51 (d, 1H3J,.» = 4 Hz, H-1"), 5.48, 5.54 (2's, 2H, H-7, H-7")68.(t, 1H,%J5., = *J;, = 10 Hz, H-
3), 6.53 (d, 1H3J35.45 = 9.5 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).
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PARTIE EXPERIMENTALE

RMN"C (75 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 12.2 (C-25B), 13.8 (C-16A, C-24B), 19.5,2 20.5 (C-(26-28)B), 22.4 (C-15A, C-23B),
24.6 (C-3A), 26.7, 27.8, 28-30, 30.7, 31.7 (C-14A22B), 33.8 (C-2A), 37.0 (C-4B), 43.5, 45.0 (C-
5B, C-7B), 62.7 (C-5), 63.0 (C-5'), 68.4 (C-3’, C6-6'), 69.2 (C-3), 70.7 (C-2), 76.6 (C-2'), 790-
4), 80.8 (C-4), 93.2 (C-1), 94.1 (C-1), 101.2,118 (C-7, C-7"), 125.1 (C-2B), 125.9-12GH-Ar),
136.8 (C-Ar), 149.6 (C-3B), 167.3 (C-1B), 172.918).

* * *x % %

90: 2-O-Hexadécanoyl-2"O-sulfate-3-O-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-enoylh,a-D-
tréhalose

Le composéB9 (30 mg, 23.7umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dogoantitativement
(23 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide atterfiu

C56 Hio3 O]_e S Na; M=1087.4792 g/m0|
[a]>’ =+ 76 € = 0.66, MeOH/DCM 1/2)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3HJ,g5.55 = 6.5 Hz, H-28B), 0.85 (d, 3HJ),78.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.89 (t, 6H)

= 7 Hz, H-16A, H-24B), 0.99 (d, 3H):6s.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1.0-1.6 (m, 64H, H-(3-15)A, H-(5
23)B), 1.86 (d, 3H}Jz55.35 = 1.5 Hz, H-25B), 2.26, 2.29 (2 td, 28,531 = 7.5 Hz,2J = 15 Hz, H-2A),
2.65 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1H)s.5 = 3343 = 9.5 Hz, H-4"), 3.59 (t, 1HJ,5 = 33,5 = 10 Hz, H-4),
3.7 (m, 4H, H-5", H-6, H-6'), 3.95 (m, 2H, H-3’, B}, 4.25 (m, 2H, H-2", H-5), 4.99 (dd, 1R, =
3.5 Hz,%J,5= 10 Hz, H-2), 5.29 (d, 1HJ,., = 3.5 Hz, H-1), 5.49 (t, 1HJ3., = )3, = 10 Hz, H-3), 5.49
(d, 1H,%3;, = 4 Hz, H-1"), 6.55 (dg®Jsg4e = 10 Hz,*Js5255 = 1.5 Hz, H-3B).

RMN"C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 11.6 (C-25B), 13.1 (C-16A, C-24B), 19.2.8, 19.9 (C-(25-27)B), 22.0 (C-15A, C-23B),
24.3 (C-3A), 26.3, 27.5, 28-30, 31.3 (C-14A, C-2283.3 (C-2A), 36.6 (C-4B), 43.3, 44.7 (C-5B, C-
7B), 60.6 (C-6), 60.9 (C-6), 69.0 (C-4), 69.5 (§;40.2 (C-2), 71.0 (C-3’), 71.6 (C-5), 72.0 (C}5’
72.4 (C-3), 76.3 (C-2"), 91.7 (C-1), 92.5 (C-1'R5l0 (C-2B), 149.1 (C-3B), 167.8 (C-1B), 172.8 (C-
1A).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z =1063.70 Exp. : m/z = 1063.67
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PARTIE EXPERIMENTALE

* * *x % %

91: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-30-[(4S,6S,8S,109)-2,4,6,8,10-pentaméthylhexacos-2-enoyl] Q-
hexadécanoyl-2’,3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composé (31 mg, 1.4 éq.) est acylé par I'acie (10 mg, 2lumol) selon le protocole d’acylation
aux micro-ondes décrit (Protocole 4) pour donneolaposé diacyl®1 (9 mg, huile incolore, 30 %).

Cg5 Hi4a 014 S|2 M =1446.2155 g/mOI
[a]5 =+ 31 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

5=0.7-1 (4 d, 12H, H-28, H-29B, H-30B, H-31B), 8.8, 6H,%] = 6.5 Hz, H-16A, H-26B), 1-1.6 (m,
93H, H-(3-15)A, H-(5-25)B, HPr), 1.81 (d, 3H}Jzs5.38 = 1 Hz, H-27B), 2.29 (t, 2HJa34 = 7.5 Hz,
H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.5 (t, 1HJ)s5 =~ *Jps = 10 Hz, H-4), 3.68 (t, 1H.Jsax-66q = Jsax-s = 10
Hz, H-6), 3.7 (t, 1H,%3,5 = %J,3 = 10 Hz, H-4), 3.74 (t, 1HJsaxseq= Jsaxs = 10 Hz, H-,), 3.85 (td,
1H, 335 60 = 2Jg4 = 10 HZ,%J5 66 = 5 Hz, H-5"), 3.91 (dd, 1HJ,1 = 4 Hz,%J,5 = 9 Hz, H-2"), 4.12
(dd, 1H,Jssq-6ax = 10 Hz,Josq5 = 5 Hz, H-Gy), 4.2 (t, 1H,%J3, =333 » = 9 Hz, H-3"), 4.23 (dd, 1H,
“Jssqsax= 10 Hz,*Jssq5= 5 Hz, H-Gy), 4.33 (td, 1HJs.6ax = °J5.4 = 10 Hz,%J5 6¢q= 5 Hz, H-5), 5.07 (dd,
1H, 33,4 = 4 Hz,3),.3 = 10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1H),.» = 4 Hz, H-1"), 5.35 (d, 1H3J,,, = 4 Hz, H-1),
5.46, 5.52 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.72 (t, 18, = %), = 10 Hz, H-3), 6.48 (dq, 1HJs5.45 = 10 Hz,"J
=1 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 11.7, 12.2, 12.6, 12.8K-iPr), 12.6 (C-27B), 14.1 (C-16A, C-26B), 17-17GH-iPr), 20.3,
20.4, 20.5, 20.9 (C-(28-31)B), 22.7 (C-15A, C-258%,7, 24.8 (C-3A), 25.4, 27.0, 27.1, 27.9, 29-30,
30.8, 31.9 (C-14A, C-24B), 34.0 (C-2A), 36.8 (C-4B3.5, 45.2, 45.6 (C-5B, C-7B, C-9B), 62.6 (C-5),
62.7 (C-5"), 68.8, 69.0 (C-3, C-6, C-6'), 71.1 (§-23.5 (C-3"), 75.3 (C-2’), 79.5 (C-4), 81.1 (C}4’
92.2 (C-1), 94.6 (C-1'), 101.2, 101.7 (C-7, C-T'5.5 (C-2B), 126-129QH-Ar), 137.2, 137.6 (C-Ar),
149.0 (C-3B), 166.9 (C-1B), 173.3 (C-1A).

* * * % %
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92: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidene-30-[(4S,6S,8S,109)-2,4,6,8,10-pentaméthylhexacos-2-enoyl]Q-
hexadécanoyla,a-D-tréhalose

Le compos®1 (9 mg, 6.2umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolengiol 92 (6 mg, solide
blanc, 80 %).

Cs3Hy1503; M =1203.7102 g/mOI
[a]Z’=+52 €=0.67, CHG)

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.74 (d, 3HJ315.105 = 6.5 Hz, H-31B), 0.81 (d, 3HJs0.5 = 6.5 Hz, H-30B), 0.82 (d, 3H,
3J508.68 = 6.5 Hz, H-29B), 0.88 (t, 6H)) = 6.5 Hz, H-16A, H-26B), 0.97 (d, 3F),gs.45 = 6.5 Hz, H-
28B), 1.0-1.7 (m, 65H, H-(3-15)A, H-(5-25)B), 1.88 3H,"Jy/5.35 = 1.5 Hz, H-27B), 2.33 (t, 2HJ:a.
aa = 7.5 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1H,5 =35 = 9.5 Hz, H-4"), 3.70 (t, 1H.Jsax66q
= 3Jpax-s = 10 Hz, H-§,), 3.74 (dd, 1H )1 = 4 Hz,%),.3 = 9.5 Hz, H-2"), 3.73 (t, 1H )5 =05 =
10 Hz, H-4), 3.76 (t, 1HJsax66q= Joaxs = 10 Hz, H-6), 3.86 (td, 1HJs 6eq = 5 HZ,%J5 000 = *J5p =
10 Hz, H-5'), 4.09 (t, 1HJs 4 =3J3.» = 9.5 Hz, H-3"), 4.13 (dd, 1HJseqsax = 10 HZ,%Jseq5 = 5 Hz,
H-6¢q), 4.21 (td, 1H,*Js66q= 5 HZ,%Js.60¢ = %Js.4 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1HJeeq-6ax= 10 Hz,*Jpsq.5=
5 Hz, H-6), 5.12 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1H);.» = 4 Hz, H-1’), 5.38 (d,
1H, %31, = 4 Hz, H-1), 5.49, 5.50 (s, 2H, H-7, H-7"), 5.1 1H, 3J;.4 = *J;, = 10 Hz, H-3), 6.51 (dq,
1H, *J35.45 = 10 Hz,"J35.278 = 1.5 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 12.6 (C-27B), 14.1 (C-16A, C-26B), 20.8,£ 20.5, 20.9 (C-(28-31)B), 22.7 (C-15A, C-
25B), 24.8 (C-3A), 27.0, 27.1, 28.0, 29-30, 30.D.93C-14A, C-24B), 34.0 (C-2A), 36.8 (C-4B), 43.5,
45.2, 45.5 (C-5B, C-7B, C-9B), 63.2 (C-5), 63.35§-68.7, 68.8, 68.9 (C-3, C-6, C-6), 70.8 (C-2),
71.3 (C-3), 72.3 (C-2), 79.4 (C-4), 80.9 (C-492.6 (C-1), 94.9 (C-1’), 101.5, 102.0 (C-7, C-7’),
125.4 (C-2B), 126-1300H-Ar), 136.9, 137.0 (C-Ar), 149.5 (C-3B), 167.1 {B), 173.0 (C-1A).

* * *x % %

93: 4,6;4’,6’-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-O-[(4S,6S,8S,105)-2,4,6,8,10-
pentaméthylhexacos-2-énoyll,a-D-tréhalose

Le compos&2 (6 mg, 5umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donagrbduit93 (1 mg, solide
blanc, 15 %).

Cs;3H1170,6S Na ; M =1305.7553 g/mOI

[a]2’ = + 75 € = 0.12, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.74(d, 3HJs15.105 = 6.5 Hz, H-31B), 0.82 (d, 6H) = 6 Hz, H-29B, H-30B), 0.88 (t, 6HJ

= 6.5 Hz, H-16A, H-26B), 0.99 (d, 3H)se4s = 6.5 Hz, H-27B), 1-1.7 (m, 68H, H-(3-15)A, H-(5-
25)B), 1.85 (d, 3H%J,75.35 = 1 Hz, H-27B), 2.35 (t, 2HJ,a.34 = 7.5 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B),
3.60 (t, 1H,%)y5 =Jp3 = 9.5 Hz, H-4), 3.6-3.8 (M, 3H, H-4, Hs6 H-6), 3.96 (td, 1H,%Js s¢q =

5 Hz,%Js gax = 3Js.ar = 10 Hz, H-5°), 4.1 (m, 1H, H), 4.17 (t, 1H,*J34 =333 = 9.5 Hz, H-3"), 4.37
(dd, 1H,%)1 = 4 Hz,%Jy.5 = 9.5 Hz, H-2'), 4.4 (m, 1H, H-5), 4.53 (dd, 1Hssq6ax= 10 HZ,*Jsq5 =

5 Hz, H-G), 5.13 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%3, 3= 10 Hz, H-2), 5.34 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.51 (d, 1H,
812> =4 Hz, H-1"), 5.5,5.56 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.&, 1H,%J;, = 3J;, = 10 Hz, H-3), 6.54 (dq, 1H,
3338.48 = 9.5 HZ,*J35.076 = 1 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).
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MALDI-Tof (mode négatif)
Calc.: m/z=1281.81 Exp.: m/z =1281.58

* * *x % %

94 : 2-O-Hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-0-[(4S,6S,8S,109)- 2,4,6,8,10-pentaméthylhexacos-2-enoyl]-
a,a-D-tréhalose

Le composé3 (1 mg, 0.76umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dogoantitativement le
sulfoglycolipide attend@4, (0.5 mg, solide blanc).

C5g H1o9 O]_e S Na;M=1129.5419 g/m0|
[a]>’ =+ 150 ¢ = 0.06, MeOH/CHGJ 1/1)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.83 (d, 3HJs16.105 = 6.5 Hz, H-31B), 0.85 (d, 6H) = 6.5 Hz, H-29B, H-30B), 0.89 (t, 6H,
3) = 6.5 Hz, H-16A, H-26B), 1.0 (d, 3HJ,85.45 = 6.5 Hz, H-28B), 1.0-1.7 (m, 65H, H-(3-15)A, H-(5
25)B), 1.86 (d, 3H!J75.35 = 1 Hz, H-27B), 2.28 (t, 2HJa.3a = 7 Hz, H-2A), 2.65 (m, 1H, H-4B),
3.49 (t, 1H3Jp5 =3Jp.3 = 9.5 Hz, H-4), 3.58 (t, 1HJy5 = %Js5 = 10 Hz, H-4), 3.7 (m, 4H, H-5", H-6,
H-6’), 3.95 (m, 1H, H-6), 3.96 (t, 1HJ)s.s =3J5.» = 9.5 Hz, H-3'), 4.25 (dd, 1H),.1 = 4 Hz,3),.5 =
9.5 Hz, H-2"), 4.25 (m, 1H, H-5), 4.99 (dd, 18,., = 3.5 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.29 (d, 1H),,, =
3.5 Hz, H-1), 5.49 (d, 1H);» = 4 Hz, H-1"), 5.50 (t, 1H3J;4 =233, = 10 Hz, H-3), 6.55 (d¢}Js5.45 =
10 Hz,%Jsp.78 = 1 Hz, H-3B).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc.: m/z =1105.74 Exp.: m/z=1105.53
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95: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2',3'O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
[(9)-2,4,6-triméthyltétracos-2,4-dienoyl]e,a-D-tréhalose

L'acide 58 (31 mg, 76.2umol) est activé par le chlorure d’oxalyle selofPtetocole 11.
Le chlorure d’acyle ainsi obtenu est mis a réagacde compos8 (152 mg, 2 €q.) selon le protocole
d’acylation décrit (Protocole 5) pour donner le pasé diacyl®5 (26 mg, huile incolore, 25 %).

Cgl Hiza 014 S|2 : M =1388.0933 g/mOI
[a]5 =+ 48 ¢ = 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 =0.89 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-24B), 0.96 (d, 38) = 6.5 Hz, H-27B), 1-1.6 (m, 88H, H-(3-
15)A, H-(7-23)B, HiPr), 1.81, 1.98 (2 s, 6H, H-25B, H-26B), 2.32 (i, -2A), 2.45 (m, 1H, H-6B),
3.52 (t, 1H3)y 5 =345 = 9 Hz, H-4"), 3.7 (t, 1H3J,53 =345 = 10 Hz, H-4), 3.7-4 (m, 3H, H-5", Hs6
H-64), 3.93 (dd, 1HJ,1 = 4 Hz,%Jy.5 = 9 Hz, H-2"), 4.14 (dd, 1HJseq s = 5 Hz,%Jseq6ax = 10 Hz,
H-6¢q), 4.2-4.3 (M, 2H, H-3', H-§), 4.36 (td, 1HJs.66q= 5 Hz,*J5.60x= 10 Hz, H-5), 5.10 (dd, 1HJ,.
1=4Hz,%),3=10 Hz, H-2), 5.15 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1’), 5.38 (m, 2H, H-1, H-5B), 5.51, 5.@&s,
2H, H-7, H-7"), 5.75 (t, 1H3J5., =333, = 10 Hz, H-3), 7.07 (s, 1H, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10#Ar).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

8 (ppm) = 11-13 CH-iPr), 14.1 (C-16A, C-24B), 17-17.E(4-iPr), 16.4, 20.6, 22.7 (C-15A, C-23B),
24.8 (C-3B), 27.6, 29-30, 31.9 (C-14A, C-22B), 338.0 (C-2A), 37.3 (C-6B), 62.7 (C-5, C-5'), 68.8,
69.2 (C-3, C-6, C-6'), 71.1 (C-2), 73.5 (C-3'), 3%C-2’), 79.5 (C-4), 81.1 (C-4), 92.2 (C-1), 94Q-
1’), 101.2, 101.8 (C-7, C-7’), 124.3 (C-2B), 12591%CH-Ar), 130.4 (C-4B), 137.2, 137.6 (C-Ar),
143.7, 144.0 (C-3B, C-5B), 167.8 (C-1B), 173.3 (&1

* * *x % %
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96: 4,6;4",6’-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-[(S)-2,4,6-triméthyltétracos-2,4-dienoyl]-
a,a-D-tréhalose

Le composé5 (18 mg, 13umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dofeneliol 96 (14 mg,
solide blanc, 93 %).

Coso Hi0s O3 ; M = 1145.5880 g/mol
[a]Z’ =+ 62 €= 1.0, CHC))

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

5=0.89 (t, 6HJ = 6.5 Hz, H-16A, H-24B), 0.98 (d, 3R] = 6.5 Hz, H-27B), 1.0-1.7 (m, 60H, H-(3-
15)A, H-(7-23)B), 1.83, 1.99 (2 s, 6H, H-25B, H-26R.36 (m, 2H, H-2A), 2.45 (m, 1H, H-6B), 3.51
(t, 1H,3),3 =345 = 9.5 Hz, H-4"), 3.6-4 (m, 5H, H-2", H-4, H-5", Bs, H-6.), 4.10 (t, 1H 3334 =
Je2» = 9.5 Hz, H-3'), 4.1-4.3 (m, 2H, H-5, Hef, 4.34 (dd, 1HJesq5= 5 Hz,%Jssq6ax= 10 Hz, H-Gy),
5.14 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%), 5 = 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1HJ),.» = 4 Hz, H-1), 5.39 (d, 1H3J,, =

4 Hz, H-1), 5.41 (d, 1HJss.65 = 10 Hz, H-5B), 5.50, 5.54 (2 s, 2H, H-7, H-7")75 (t, 1H,3J3., = %35,
=10 Hz, H-3), 7.11 (s, 1H, H-3B), 7.3-7.5 (m, 1G#4Ar).

RMN™C (63 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 14.1 (C-16A, C-24B), 16.4, 20.6, 22.7 (&A1 C-23B), 24.9 (C-3B), 27.6, 29-30, 31.9 (C-
14A, C-22B), 32.9, 34.0 (C-2A), 37.3 (C-6B), 6325, C-5), 68.6 (C-3, C-6, C-6’), 70.8 (C-2), 71.2
(C-3"), 72.2 (C-2’), 79.3 (C-4), 80.8 (C-4), 92(G-1), 94.9 (C-1"), 101.5, 102.0 (C-7, C-7’), 124Q-
2B), 126-130 CH-Ar), 130.4 (C-4B), 136.9, 137.0 (C-Ar), 144.0413 (C-3B, C-5B), 173.1 (C-1A).

* * *x % %

97: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-2'O-sulfate-3-O-[( S)-2,4,6-triméthyltétracos-
2,4-diénoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composé6 (13 mg, 11.8imol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour doneeprbduit97 (4 mg,
solide blanc, 31 %).

ng H1o7 O]_e S Na;M=1247.6331 g/m0|
[a]Z’ =+ 73 € = 0.56, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDG]l1/4, 25°C)

5=0.82 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-24B), 0.91 (d, 3F] = 6.5 Hz, H-27B), 1.0-1.6 (m, 60H, H-(3-
15)A, H-(7-23)B), 1.78, 1.93 (2 s, 6H, H-25B, H-26R.3 (m, 2H, H-2A), 2.4 (m, 1H, H-6B), 3.54 (t,
1H,%)y5 =345 = 9.5 Hz, H-4"), 3.6-3.8 (m, 3H, H-4, Hs6 H-6.,), 3.8-4.5 (m, 5H, H-2’, H-3’, H-5,
H-5", H-6¢7), 4.47 (dd, 1HJs¢q5= 5 Hz,*Jssq6ax= 10 Hz, H-G), 5.08 (dd, 1H3J, 1 = 4 Hz,%),5 =
10 Hz, H-2), 5.27 (d, 1HJ,.» = 4 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1HJsg.65 = 10 Hz, H-5B), 5.45 (d, 1H),., =

4 Hz, H-1), 5.47, 5.49 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.614H, %J3, = %5, = 10 Hz, H-3), 7.05 (s, 1H, H-3B),
7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %
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98: 2-O-Hexadécanoyl-2"O-sulfate-3-O-[(9)-2,4,6-triméthyltétracos-2,4-dienoyl]a,a-D-tréhalose

Le compos&d7 (4 mg, 3.61umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour doguentitativement
(2.8 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attergfi

Css Hyg O S Na ; M =1071.4197 g/mOI
[a]2> = + 97 (c = 0.35, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C):

5 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-24B), 0.99 (d, 3H)7s.6s = 6.5 Hz, H-27B), 1.1-1.6 (m,
60H, H-(3-15)A, H-(7-23)B), 1.85, 2.0 (2 d, 68,= 1 Hz, H-25, H-26), 2.28, 2.31 (2 td, 250 =
7.5 Hz,%J = 15 Hz, H-2A), 2.5 (m, 1H, H-6B), 3.5 (t, 1R,.3 =3J,.5 = 9 Hz, H-4), 3.62 (t, 1HJ,5
=3J,5 = 10 Hz, H-4), 3.7 (m, 4H, H-5", H-6, H-6"), 3.9Bn, 2H, H-3', H-6), 4.24 (dd, 1HJ,, =
3.5 Hz,%J,.3 = 10 Hz, H-2"), 4.25 (m, 1H, H-5), 5.0 (dd, 18,4 = 3.5 Hz,%J,.; = 10 Hz, H-2), 5.29 (d,
1H, 3., = 3.5 Hz, H-1), 5.4 (bd, 1HJss.¢s = 10 Hz, H-5B), 5.49 (d, 1H),.» = 3.5 Hz, H-1"), 5.51 (t,
1H, %334 =335, = 10 Hz, H-3), 7.13 (b, 1H, H-3B).

RMN™C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 13.1 (C-16A, C-24B), 19.8 (C-27B), 22.0-18A, C-23B), 24.3 (C-3A), 27.0, 28-30, 31.3
(C-14A, C-22B), 32.3, 33.4 (C-2A), 36.8 (C-6B), 6QC-6), 60.9 (C-6), 69.0 (C-4), 69.6 (C-4’), 70.3
(C-2), 71.0 (C-3"), 71.6 (C-5), 72.0 (C-5'), 726-8), 76.4 (C-2"), 91.7 (C-1), 92.5 (C-1’), 1231R0.0
(C-2B, C-4B), 143.2, 143.9 (C-3B, C-5B), 168.6 (B)1173.0 (C-1A).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z = 1047.67 Exp. : m/z = 1047.49
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99: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-30-[(R)-2,4-diméthyldocos-2-enoyl]-29-hexadécanoyl-2',3'O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le compos& (120 mg, 12@umol) est acylé par I'acidgl (88 mg, 2 €q.) selon le protocole d'acylation
décrit (Protocole 3) pour donner le composé dia@9l€3 mg, huile incolore, 14 %).

C78 H130 014 S|2 : M =1348.0528 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-22B), 0.99 (d, 38),us4s = 6.5 Hz, H-24B), 1-1.6 (m,
88H, H-(3-15)A, H-(5-21)B, HPr), 1.84 (d, 3H*J5.35 = 1.5 Hz, H-23B), 2.3 (t, 2HJoa3a = 7 Hz,
H-2A), 2.5 (m, 1H, H-4B), 3.5 (t, 1HJss = Js5 = 9 Hz, H-4"), 3.5-3.8 (m, 3H, H-4, Hs6 H-6,,),
3.82 (td, 1H J5 6ax = *J54 = 10 Hz,*J5.6¢q = 5 Hz, H-5'), 3.91 (dd, 1HJ,1- = 4 Hz,%J, 3 = 9 Hz, H-
2", 4.13 (dd, 1H seq6ax = 10 HZ,*Jgeqs = 5 Hz, H-By), 4.2 (t, 1H,%Js4 = %) = 9 Hz, H-3'), 4.2-
4.4 (m, 2H, H-5, H-§), 5.09 (dd, 1HJ,, = 4 Hz,%J,5= 10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1HJ),» = 4 Hz, H-1),
5.35 (d, 1H,J;, = 4 Hz, H-1), 5.5, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7), 5.@31H, %33, = )5, = 10 Hz, H-3),
6.55 (dq, 1H3Jsg45 = 10 Hz,*Js5.235 = 1.5 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

100: 4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-30-[(R)-2,4-diméthyldocos-2-énoyl]-29-hexadécanoyle,a-D-
tréhalose

Le composé&9 (23 mg, 17umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour doteneiol 100 (16 mg,
solide blanc, 85 %).

C66 Hioa 013 : M =1105.5440 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-22B), 0.98 (d, 38),4s45 = 6.5 Hz, H-24B), 1-1.6 (m,
60H, H-(3-15)A, H-(5-21)B), 1.81 (d, 3HJs3s.35 = 1.5 Hz, H-23B), 2.34 (t, 2HJoa3a = 7.5 Hz, H-
2A), 2.46 (M, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1y =°J4.3 = 9 Hz, H-4"), 3.7 (t, 1H Jsax-c6q = Joax-s = 10 Hz,
H-6.), 3.75 (dd, 1H2J,.1» = 4 Hz,%J,.5 = 9 Hz, H-2), 3.5-3.8 (m, 2H, H-4, Hs§, 3.87 (td, 1H Js.
sax = s = 10 Hz,*Js 6¢q = 5 Hz, H-5'), 4.09 (t, 1HJs 4 =°J3» = 9 Hz, H-3'), 4.12 (dd, 1HJssq-
sax = 10 HZ,*Jssq 5 = 5 Hz, H-6), 4.21 (td, 1H,%Js.659= 5, *Js.6ax = J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1H,
ZJscqsax= 10 HZ,3Jssq5= 5 Hz, H-G), 5.14 (dd, 1HJ, 1 = 4 Hz,%), 5= 10 Hz, H-2), 5.18 (d, 1HJ;.»
= 4 Hz, H-1"), 5.37 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.5, 5.54 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.@11H,%J54 =), =
10 Hz, H-3), 6.54 (dq, 1HJ35.45 = 10 Hz,*J3.035 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).
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* * *x % %

101: 4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-30-[(R)-2,4-diméthyldocos-2-énoyl]-29-hexadécanoyl-2'O-
sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél00 (16 mg, 14.5umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donegrrbduitl01 (7 mg,
solide blanc, 43 %).

C66 Hio3 O]_e S Na; M=1207.5892 g/m0|

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 7 Hz, H-16A, H-22B), 1.0 (d, 3H),45.45 = 6.5 Hz, H-24B), 1-1.6 (m, 60H,
H-(3-15)A, H-(5-21)B), 1.83 (d, 3HJx538 = 1.5 Hz, H-23B), 2.35 (t, 2HJa34 = 7.5 Hz, H-2A),
2.48 (m, 1H, H-4B), 3.6 (t, 1H),5 = %J;.5 = 9 Hz, H-4"), 3.6-4 (m, 4H, H-4, H-5', H:6 H-6,,),
4.12 (dd, 1HJssq-6ax = 10 HZ,Jpsq5 = 4 Hz, H-Gy), 4.17 (t, 1H,°J3.4 =)z » = 10 Hz, H-3'), 4.36
(dd, 1H,%3,1 = 4 Hz,%),.5 = 10 Hz, H-2), 4.42 (td, 1HJ5 66 = 5, *Js.6ax = 3Js4 = 10 Hz, H-5), 4.54
(dd, 1H,%Jesqeax= 10 Hz,*Jssq5= 5 Hz, H-6), 5.15 (dd, 1H>J, 1 = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.32 (d,
1H,3), = 4 Hz, H-1), 5.5 (d, 1HJ,.» = 4 Hz, H-1), 5.54, 5.55 (2 s, 2H, H-7, H-7")65.(t, 1H,%J;.4
=335, =10 Hz, H-3), 6.56 (dq, 1HJ)sg45 = 10 Hz, 355235 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.6 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

102: 3-O-[(R)-2,4-Diméthyldocos-2-énoyl]-29-hexadécanoyl-2'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél0l (7 mg, 6.2lumol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donnantitativement
(5 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attentid2

Cs2 Hos O16 S Na ; M = 1031.3717 g/mol
[a]Z’ = + 68 € = 0.45, MeOH/CHGI 1/1)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 6.5 Hz, H-16A, H-22B), 1.0 (d, 3H) = 7 Hz, H-24B), 1.1-1.6 (m, 60H, H-
(3-15)A, H-(5-21)B), 1.84 (d, 3H'Jxp38 = 1.5 Hz, H-23B), 2.27 (t, 2H)a.3a = 7.5 Hz, H-2A), 2.5
(m, 1H, H-4B), 3.50 (t, 1HJ,.5 =%).5 = 9.5 Hz, H-4"), 3.61 (t, 1HJ,5 = %5 = 9.75 Hz, H-4), 3.7
(m, 4H, H-5’, H-6, H-6"), 3.96 (t, 1HJ;.» =%J3.4 = 9.5 Hz, H-3), 3.97 (dd, 1H) = 12.5 Hz, Js5 =
2.5 Hz, H-6), 4.24 (dd, 1H),.,- = 3.5 Hz*),.3 = 9.5 Hz, H-2), 4.26 (m, 1H, H-5), 5.0 (dd, 14, =
3.5 Hz,%),.3= 10 Hz, H-2), 5.28 (d, 1H),., = 3.5 Hz, H-1), 5.49 (d, 1H),.» = 3.5 Hz, H-1"), 5.50 (t,
1H,3J5.4 =35, = 10 Hz, H-3), 6.57 (dd)ag45 = 10 Hz,"Jag.235 = 1.5 Hz, H-3B).

RMN™C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 11.5 (C-23B), 13.1 (C-16A, C-24B), 19.624B), 22.0 (C-15A, C-21B), 24.3 (C-3A), 26.9,
28-30, 31.3 (C-14A, C-20B), 32.8, 33.4 (C-2A), 36224B), 60.6 (C-6), 60.9 (C-6"), 68.9 (C-4), 69.6
(C-4), 70.2 (C-2), 71.0 (C-3), 71.6 (C-5), 718-F"), 72.3 (C-3), 76.3 (C-2"), 91.7 (C-1), 92.5-10,
125.0 (C-2B), 148.8 (C-3B), 167.7 (C-1B), 172.71(&).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z =1007.63 Exp. : m/z = 1007.49
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[EnY
»

* * *x % %

103: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-[(4S,65)-2,4,6-triméthyloct-2-enoyl]-2’,3'-
O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

L’acide 55 (53 mg, 0.29 mmol) est activé par le chlorure dlgbe selon le Protocole 11.
Le chlorure d’acyle ainsi obtenu est mis a réagecde composé& (576 mg, 2 €q.) selon le protocole
d’acylation décrit (Protocole 5) pour donner le posé diacyld03 (107 mg, huile incolore, 32 %).

Cs5 H104 014 Shh ; M = 1165.6839 g/mOI
[a]y = + 47 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

5 =0.78 (d, 3H3)115.65 = 6.5 Hz, H-11B), 0.79 (t, 3HJgs.7s = 6.5 Hz, H-8B), 0.88 (t, 3HJga7a =
6.5 Hz, H-8), 0.94 (d, 3HJys4s = 6.5 Hz, H-10B), 1.0-1.6 (m, 59H, H-(3-16)A, H-[3B, H4iPr),
1.80 (d, 3H.*Jegss = 1.5 Hz, H-9B), 2.3 (t, 2HJa.3a = 8 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.5 (t, 1H,
35 =343 = 9 Hz, H-4"), 3.68 (t, 1H3),5 = *J,5 = 10 Hz, H-4), 3.7-3.9 (m, 3H, H-5", Hy6 H-6,)),
3.91 (dd, 1H 3,1 = 4 Hz,%Jy5 = 9 Hz, H-2"), 4.12 (dd, 1HJseqs = 4.5 Hz,Jssq-cax = 10 Hz, H-
6eq), 4.2 (1, 1H,%Ja 4 =°J3.» = 9 Hz, H-3'), 4.23 (dd, 1HJseq5= 5 Hz,*Jssq6ax= 10 Hz, H-G,), 4.34
(td, 1H,%Js 66q= 5 HZz,%Js 6ax = *Js.4 = 10 Hz, H-5), 5.08 (dd, 1HJ,, = 4 Hz,°J, 5= 10 Hz, H-2), 5.13
(d, 1H,%3;-, = 4 Hz, H-1'), 5.35 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.49, 5.52 (2 s, 2H, H-7, H-7"), B.{%, 1H,
3334 = 3J5., = 10 Hz, H-3), 6.48 (dqg, 1HJ)sg4s = 10 Hz,*J35.035 = 1.5 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-
Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 11-14 CH-iPr, C-16A, C-8B, C-9B), 17-17.8Hs-iPr), 19.1 (C-11B), 20.4 (C-10B), 22.7
(C-15A), 24.8 (C-3A), 29-30, 31.9 (C-14)A), 30.94B), 32.2 (C-6B), 34.0 (C-2A), 44.0 (C-5B), 62.7
(C-5, C-5'), 68.8, 69.1 (C-3, C-6, C-6"), 71.0 (§-23.5 (C-3"), 75.3 (C-2), 79.4 (C-4), 81.1 (C}4’
92.2 (C-1), 94.6 (C-1’), 101.2, 101.7 (C-7, C-TR5.5 (C-2B),126-129QH-Ar), 149.2 (C-3B), 167.0
(C-1B), 173.3 (C-1A).

* * *x % %
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104: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidene-20-hexadécanoyl-30-[(4S,65)-2,4,6-triméthyloct-2-enoyl]-a,a-
D-tréhalose

Le composé&03 (43 mg, 36.umol) est déprotége selon le Protocole 6 pour dolenéiol 104 (32 mg,
solide blanc, 94 %).

Cs3 Hg O3, M =923.1786 g/mOI
[a]Z’ =+ 67 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.81 (t, 3HJgg.75 = 7 Hz, H-8B), 0.81 (d, 3H 11865 = 6 Hz, H-11B), 0.88 (t, 3HJ16a.154 =
6.5 Hz, H-16A), 0.97 (d, 3HJ105.45 = 6.5 Hz, H-10B), 1.0-1.6 (m, 31H, H-(3-15)A, H-{38), 1.83 (d,
3H, “Jogas = 1.5 Hz, H-9B), 2.34 (t, 2HJ,a34 = 7.5 Hz, H-2A), 2.6 (m, 2H, H-4B, 1), 3.0 (b, 1H,
OH), 3.49 (t, 1H Jp5 =3Jp5 = 9.5 Hz, H-4), 3.67 (t, 1HJ,5 = °J,5 = 10 Hz, H-4), 3.6-3.9 (m, 4H,
H-2", H-5", H-64, H-6y), 4.07 (t, 1H,%J5.4 =3J3.2 = 9.5 Hz, H-3"), 4.1 (m, 1H, H§), 4.23 (td, 1H,
%J5.66q= 5 HZ,%Js.6ax = *J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1HJscq5= 5 HZ ;°Jseqeax= 10 Hz, H-G;), 5.12
(dd, 1H,%3,., = 4 Hz,*),.5 = 10 Hz, H-2), 5.15 (d, 1H),.» = 5 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1HJ,., = 4 Hz, H-
1), 5.48, 5.53 (2's, 2H, H-7, H-7"), 5.71 (t, 134 = *J;, = 10 Hz, H-3), 6.52 (dqg, 1HJ)35.45 = 10 Hz,
*Jsg.os = 1.5 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 11.2 (C-8B), 12.5 (C-9B), 14.1 (C-16A),1.920.4 (C-10B, C-11B), 22.7 (C-15A), 24.8 (C-
3A), 29-30, 30.9, 31.9 (C-14A), 32.2, 34.0 (C-2A3,9 (C-5B), 63.2, 63.3 (C-5, C-5'), 68.6, 68.7,069
(C-3, C-6, C-6’), 70.8 (C-2), 71.2 (C-3'), 72.2 &); 79.3 (C-4), 80.8 (C-4’), 92.6 (C-1), 95.0 (Q;1
101.4, 102.0 (C-7, C-7’), 125.4 (C-2B), 126-1Z%H(Ar), 136.9, 137.0 (C-Ar), 149.5 (C-3B), 167.2
(C-1B), 173.0 (C-1A).

* * *x % %

105: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidéne-20-hexadécanoyl-30-[(4S,65)-2,4,6-triméthyloct-2-enoyl]-2'-O-
sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composé&.04 (23 mg, 24.9umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donagroduitl05 (16 mg,
solide blanc, 63 %).

Csz H77 O S Na ; M = 1025.2237 g/mOI
[a]Z’ =+ 67 €= 1.0, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.75 (t, 3HJgg.7e = 7 Hz, H-8B), 0.77 (d, 3H 11865 = 6 Hz, H-11B), 0.82 (t, 3HJ16a.154 =

6.5 Hz, H-16A), 0.92 (d, 3H 10545 = 6.5 Hz, H-10B), 1.0-1.6 (m, 31H, H-(3-15)A, H-{3B), 1.78 (s,
3H, H-9B), 2.29 (t, 2H3Ja.34 = 7.5 Hz, H-2A), 2.55 (m, 1H, H-4B), 3.5-3.8 (nH 4H-4, H-4’, H-G,,

H-64), 3.8-4.4 (m, 5H, H-2', H-3", H-5, H-5", H-§), 4.46 (dd, 1HJssq5= 5 HZ ;" Jseq6ax= 10 Hz, H-
6¢g), 5.07 (dd, 1HJ,1 = 4 Hz,%J,5= 10 Hz, H-2), 5.26 (d, 1H),, = 4 Hz, H-1), 5.44 (d, 1H);.» =

4 Hz, H-1), 5.45, 5.48 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.871H,3%33., = %3, = 10 Hz, H-3), 6.52 (d, 1H)35.45 =

10 Hz, H-3B), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 11.2 (C-8B), 12.6 (C-9B), 14.1 (C-16A) A9C-11B), 20.4 (C-10B), 22.8 (C-15A), 25.0 (C-
3A), 29-30, 31.1 (C-14A), 32.0, 32.4 (C-4B), 34@22A), 44.1 (C-5B), 63.1, 63.4 (C-5, C-5’), 68.7,
69.7 (C-3', C-6, C-6"), 71.1 (C-2), 79.3 (C-4), 8XC-4’), 93.6 (C-1), 94.7 (C-1’), 101.6, 102.2 {C-
C-7’), 125.5 (C-2B), 126-1290H-Ar), 137.2, 137.3 (C-Ar), 150.0 (C-3B), 167.8 1®), 173.3 (C-
1A).
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* * * % %

106: 2-O-Hexadécanoyl-30-[(4S,6S)-2,4,6-triméthyloct-2-enoyl]-2’-O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél05 (16 mg, 15.umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dognantitativement
(20 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide atterfR6

ng Heo 016 S Na M =849.0103 g/mOI
[a]Z> =+ 107 € = 1.0, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C):

3 (ppm) = 0.85 (d, 3H115.65 = 6 Hz, H-11B), 0.87 (t, 3HJss.7e = 7 Hz, H-8B), 0.89 (t, 3HJsa7n =
7 Hz, H-16A), 0.99 (d, 3HJ,05.45 = 6.5 Hz, H-10B), 1.1-1.6 (m, 31H, H-(3-15)A, H-{3B), 1.86 (d,
3H, “Jog3s = 1 Hz, H-9B), 2.26, 2.29 (2 td, 2Fl,asa = 7.5 Hz,%J = 15 Hz, H-2A), 2.65 (m, 1H, H-
4B), 3.5 (t, 1H3J45 =345 = 9.5 Hz, H-4"), 3.61 (t, 1HJ,5 =3J,5 = 9.5 Hz, H-4), 3.7 (m, 4H, H-5',
H-6, H-6"), 3.95 (t, 1H3J3.» =%J3.4 = 9.5 Hz, H-3"), 3.97 (dd, 1HJ = 12.5 Hz,Js5 = 3 Hz, H-6),
4.24 (dd, 1H3),.; = 3.5 Hz,’J,.5 = 9.5 Hz, H-2"), 4.25 (m, 1H, H-5), 5.0 (dd, 18,., = 3.5 Hz,%),
= 9.5 Hz, H-2), 5.28 (d, 1H),, = 3.5 Hz, H-1), 5.49 (d, 1H),» = 3.5 Hz, H-1"), 5.51 (t, 1HJ;, =
333, = 9.5 Hz, H-3), 6.55 (dqg, 185545 = 10 HZ,*Js.65 = 1 Hz, H-3B).

RMN"C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 10.3 (C-8B, 11.6 (C-9B), 13.1 (C-16A),28C-11B), 19.5 (C-10B), 22.0 (C-15A), 24.3 (C-
3A), 26.9, 28-30, 31.3 (C-14A), 31.7 (C-4B), 33@ZA), 43.4 (C-5B), 60.6 (C-6), 60.9 (C-6’), 68.9
(C-4), 69.6 (C-4"), 70.2 (C-2), 71.0 (C-3"), 716-6), 71.9 (C-5"), 72.4 (C-3), 76.3 (C-2"), 91.7-(G,
92.5 (C-1"), 125.0 (C-2B), 149.1 (C-3B), 167.8 (B)1172.8 (C-1A).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z =825.43 Exp. : m/z = 825.33
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* * *x % %

107: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-20-octanoyl-a,a-D-tréhalose

Le composél (3 g, 5.79 mmol) est acylé par du chlorure d’'ootde selon le protocole général de
monoacylation du tréhalose (Protocole 1). Le prod0i7 est obtenu pur avec 39 % de rendement
(1.45 g solide blanc).

C34 Has 012 M =644.7162 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

5=0.84 (t, 3H3Js; = 7 Hz, H-8A), 1.1-1.6 (m, 10H, H-(3-7)A), 2.448.(2 quint, 2H3J,p 51 = 8 Hz,
2) = 16 Hz, H-2A), 3.44 (t, 1H 5 = 3J45 = 10 Hz, H-4"), 3.59 (t, 1H3J,5 = %Js5 = 10 Hz, H-4),
3.97 (t, 1H 334 =3%J» = 10 Hz, H-3'), 4.24 (t, 1HJ34 =333, = 10 Hz, H-3), 4.31 (dd, 1HJssq6ax=
10 Hz,%Jseq5= 5 Hz, H-§), 3.6-4.4 (M, 6H, H-2", H-5, H-5', He§, H-6,, H-6.,), 4.89 (dd, 1HJ,,
= 4 Hz,%J,3 = 10 Hz, H-2), 5.07 (d, 1HJ,.» = 4 Hz, H-1"), 5.35 (d, 1HJ,., = 4 Hz, H-1), 5.46, 5.55
(2's, 2H, H-7, H-7"), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

108: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-octanoyl-2’,3'-O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-
tréhalose

Le composé07 (1.37 g, 1.54 mmol) est silylé par TIPS selon Hetétole 2 décrit précédemment. Le
produit protégé08est obtenu avec 59 % de rendement (807 mg, madtdare).

C46 H+o 013 S|2 M = 887.2250 g/m0|
[a]y = + 36 €= 1.0, CHC))

RMN'H (500 MHz, CDG, 25°C)

5=0.83 (t, 3H3Jg; = 6.5 Hz, H-8A), 0.9-1.6 (m, 38H, H-(3-7)A, ifr), 2.39, 2.44 (2 quint, 2HJa.3
=8 Hz,%J = 16 Hz, H-2A), 2.5 (d, 1HJon.s = 3 Hz, H), 3.52 (t, 1H ),.5 =3J45 = 9 Hz, H-4), 3.59
(t, 1H,%)s5 = °Js5 = 10 Hz, H-4), 3.7, 3.74 (2 t, 2FJsarc6q= *Jeaxs = 10 Hz, H-G,, H-6.,), 3.84 (id,
1H, 35 6eq = 4,560 =~ 3Jsar = 10 Hz, H-5), 3.89 (dd, 1HJ),.1 = 4 Hz,%J,5 = 9 Hz, H-2), 4.15 (t,
1H,%)s 4 =332 = 9 Hz, H-3), 4.1-4.3 (M, 4H, H-3, H-5, HepH-64;), 4.87 (dd, 1H3J, 1 = 4 Hz,%J,.
3= 10 Hz, H-2), 5.12 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1"), 5.37 (d, 1HJ;., = 4 Hz, H-1), 5.54 (s, 2H, H-7, H-
7'), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).
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RMN™C (63 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 11-14 CH-iPr, C-8A, C-8B, C-9B), 17-17.4CH-iPr), 19.1 (C-11B), 22.5 (C-7A), 24.6 (C-
3A), 28.7, 28.9, 31.6 (C-(4-6)A), 34.0 (C-2A), 6262.8 (C-5, C-5'), 68.6 (C-3), 68.7, 68.8 (C-667-
72.9 (C-2), 73.4 (C-3'), 75.1 (C-2’), 81.0 (C-481.5 (C-4), 91.8 (C-1), 94.4 (C-1’), 101.0, 10227,
C-7"), 125-129 CH-Ar), 137.0, 137.6 (C-Ar), 173.6 (C-1A).

* * *x % %

109 :4,6;4',6’-Di-O-benzylidéne-20-octanoyl-2’,3’-O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-3-O-
[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-énoylh,a-D-tréhalose

Le composél08 (135 mg, 1.5 éq.) est acylé par I'acidd (43 mg, 0.10 mmol) selon le protocole
d’'acylation aux micro-ondes décrit (Protocole 4updonner le composé diacyl®9 (34 mg, huile
incolore, 26 %).

C74H12, 014 Sk ; M =1291.9453 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

5=0.75 (d, 3H,3J23|3_3B= 6.5 Hz, H'28B), 0.79 (d, 3ﬁ\J27B—GB: 6 Hz, H'27B), 0.83 (t, 3"?,]245_235:
6.5 Hz, H-24B), 0.89 (t, 3HJsa7a = 6.5 Hz, H-8A), 0.94 (d, 3HJxs.45 = 6 Hz, H-26B), 1-1.6 (m,
74H, H-(3-7)A, H-(5-23)B, HPr), 1.81 (d, 3H%J,s5.35 = 1 Hz, H-25B), 2.3 (t, 2HJa34 = 7.5 Hz, H-
2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1HJs.3 = 3Jp5 = 9 Hz, H-4"), 3.6-3.9 (m, 4H, H-4, H-5", Hs6 H-
Bax), 3.91 (dd, 1H 3y = 4 Hz,%Jp 5 = 9 Hz, H-2'), 4.13 (dd, 1HJssq-sa¢ = 10 HZ,*Jseq5 = 4 Hz, H-
Beq), 4.2 (t, 1H,° 334 =%Js» = 9 Hz, H-3"), 4.2-4.4 (m, 2H, H-5, Hs§, 5.08 (dd, 1H3J,, = 4 Hz,%J,
=10 Hz, H-2), 5.13 (d, 1H);.» = 4 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1), 5.47, 5.53 (2 s, 2H, H-7,
H-7"), 5.72 (t, 1H.2J54 = *Js, = 10 Hz, H-3), 6.48 (dq, 1H)s.45 = 10 Hz," 335055 = 1 Hz, H-3B), 7.3-
7.5 (m, H-Ar).

RMN™C (63 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 11-14 CH-iPr), 12.6 (C-25B), 14.0 (C-8A), 14.1 (C-24B), 1684 CHs-iPr), 19.8, 20.4,
20.8 (C-(26-28)B), 22.5 (C-7A), 22.7 (C-23B), 24@3A), 27.0, 28-30, 30.8, 31.6, 31.9 (C-22B), 34.0
(C-2A), 37.3 (C-4B), 43.7, 45.2 (C-5B, C-7B), 62®5), 62.7 (C-5'), 68-69 (C-3, C-6, C-6), 71.0-(C
2), 73.4 (C-3'), 75.3 (C-2'), 79.5 (C-4), 81.1 (Q;92.2 (C-1), 94.6 (C-1), 101.2, 101.7 (C-7, Q;7
125.5 (C-2B), 125-1290H-Ar), 137.1, 137.6 (C-Ar), 149.1 (C-3B), 166.9 {B), 173.3 (C-1A).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

110: 4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-20-octanoyl-3-O-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-
enoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composé&.09 (34 mg, 26.31imol) est déprotége selon le Protocole 6 pour dolenéiol 110 (26 mg,
solide blanc, 92 %).

Ceo Hog O13; M =1049.4364 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.75 (d, 3H3J,g5.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.8 (d, 3H),78.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.83 (t, 3H,
%J248-238= 7 Hz, H-24B), 0.88 (t, 3HJga7n = 7 Hz, H-8A), 0.97 (d, 3HJ65.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1.0-
1.6 (m, 68H, H-(3-7)A, H-(5-23)B), 1.83 (d, 3M,s5.35 = 1.5 Hz, H-25B), 2.33 (t, 2HJa.34 = 8 Hz,
H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.49 (t, 1HJs5 =345 = 9.5 Hz, H-4"), 3.68 (t, 1HJ,.5 = *J,5 = 10 Hz,
H-4), 3.6-3.9 (m, 3H, H-2", H-§, H-6), 3.84 (td, 1H . Js 6eq = 5 Hz,*J5.6ax = 3Js-ar = 9.5 Hz, H-5’),
4.07 (t, 1H. 334 =%J3» = 9.5 Hz, H-3), 4.11 (dd, 1HJseq-cax = 10 HZ,*Jgeq s = 5 Hz, H-Gy), 4.21
(td, 1H,%J5.66q= 5 Hz,%J5.6a = °J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1HJssq6ax= 10 HZ,*Jseq.5= 5 Hz, H-Gy),
5.12 (dd, 1H3J,, = 4 Hz,%J,3 = 10 Hz, H-2), 5.15 (d, 1HJ),» = 4 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1H3J,, =
4 Hz, H-1), 5.48,5.5 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.721H,°J;4, = °J;, = 10 Hz, H-3), 6.51 (dq, 1HJ)sg4s =
10 Hz,%Jsg 258 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.8 (m, 10H, H-Ar).

RMN"C (63 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 12.6 (C-25B), 14.1 (C-8A, C-24B), 19.8,£020.8 (C-(26-28)B), 22.5 (C-15A), 22.7 (C-
23B), 24.8 (C-3A), 27.0, 28.0, 29-30, 30.8, 31.66), 31.9 (C-22B), 34.0 (C-2A), 37.3 (C-4B), 43.7,
45.2 (C-5B, C-7B), 63.2 (C-5, C-5'), 68.6 (C-3, C®-6'), 70.7 (C-2), 71.2 (C-3'), 72.2 (C-2), 79.4
(C-4), 80.8 (C-4’), 92.6 (C-1), 94.9 (C-1’), 1018)2.0 (C-7, C-7"), 125.4 (C-2B), 126-13CGH-Ar),
137.0 (C-Ar), 149.5 C-3B), 171.0 (C-1B), 173.0 (8)1

* * * % %

111: 4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-20-octanoyl-2'-O-sulfate-3-0-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-
tétraméthyltétracos-2-enoyl]a,a-D-tréhalose

Le composé.10(26 mg, 24.8imol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donegrrbduitll1l (11 mg,
solide blanc, 40 %).

C62 Hys 016 S Na;M=1151.4817 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.61 (d, 3HJ,g5.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.68 (d, 3HJ,7.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.71, 0.75 (2 t,
6H,3J = 7 Hz, H-8A, H-24B), 0.84 (d, 3HJ):65.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1.1-1.5 (m, 46H, H-(3-7)A, H-(5-
23)B), 1.71 (d, 3H!z55.35 = 1.5 Hz, H-25B), 2.21 (t, 2HJa34 = 8 Hz, H-2A), 2.5 (m, 1H, H-4B),
3.49 (t, 1H,% )5 =3J43 = 10 Hz, H-4"), 3.5-4.4 (m, 7H, H-2, H-4, H-5, Bl; H-6,, H-6.,, H-6¢y),
4.01 (t, 1H,%J3.4 =%J3» = 10 Hz, H-3"), 4.4 (dd, 1HJssq5= 5 Hz,%Jssq6ax= 10 Hz, H-Gy), 5.0 (dd,
1H,33,, = 4 Hz,%3,5 = 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1H),, = 4 Hz, H-1), 5.37 (d, 1HJ;» = 3.5 Hz, H-1),
5.35,5.41 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.51 (t, 18;4 =), = 10 Hz, H-3), 6.4 (dq 345 = 10 HZz,"J35.065 =

1 Hz, H-3B), 7.2-7.8 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

112: 2-O-Octanoyl-2’-O-sulfate-3-O-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-énoylh,a-D-
tréhalose

Le composélll (11 mg, 9.55umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dogoantitativement
(8 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide attentile.

CusHg7 O S Na M = 975.2642 g/mOI
[a]Z> =+ 96 €= 0.9, MeOH/CHG 1/1)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3HJep.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.85 (d, 3H),78.6s = 6.5 Hz, H-27B), 0.89 (t, 6H)

= 6.5 Hz, H-8A, H-24B), 0.99 (d, 3H)xg4s = 6.5 Hz, H-26B), 1.0-1.6 (m, 46H, H-(3-7)A, H-(5-
23)B), 1.86 (d, 3H*J,s5.35 = 1 Hz, H-25B), 2.26, 2.29 (2 td, 2B = 15 Hz,3J,a.34 = 7.5 Hz, H-2A),
2.65 (m, 1H, H-4B), 3.5 (t, 1H),.5 =%, = 9.5 Hz, H-4) , 3.58 (t, 1HJ,5 = 3J,5 = 9.5 Hz, H-4),
3.7 (m, 4H, H-5", H-6, H-6"), 3.95 (m, 2H, H-3', B), 4.25 (m, 1H, H-5), 4.24 (dd, 1F1,;- = 4 Hz,
33,3 = 9.5 Hz, H-2'), 4.99 (dd, 1H),., = 3.5 Hz,3J,.5 = 10 Hz, H-2), 5.28 (d, 1HJ;., = 3.5 Hz, H-1),
5.49 (t, 1H,°J54 = 335, = 9.5 Hz, H-3), 5.49 (d, 1HJ;., = 3.5 Hz, H-1"), 6.54 (dq2Jss.45 = 10 Hz,
*Jsg.258 = 1 Hz, H-3B).

RMN™C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 13.1 (C-8A, C-24B), 19.1, 19.5, 19.9 (G2B)B), 22.0 (C-7A, C23B), 24.2 (C-3A), 26.3,
28-30, 31.0 (C-6A), 31.3 (C-22B), 33.3 (C-2A), 36®4B), 43.3, 44.7 (C-5B, C-7B), 60.7 (C-6), 60.9
(C-6), 69.0 (C-4), 69.6 (C-4), 70.2 (C-2), 71.0-8"), 71.6 (C-5), 71.9 (C-5"), 72.4 (C-3), 76.4-%0,
91.6 (C-1), 92.4 (C-1'), 125.1 (C-2B), 149.0 (C-3B§7.7 (C-1B), 172.8 (C-1A).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z = 951.57 Exp. : m/z=951.43

182



PARTIE EXPERIMENTALE

* * *x % %

113: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-20-tétracosanoyla,a-D-tréhalose
L’acide tétracosanoique (532 mg, 1.44 mmol) esvégiar le chlorure d’oxalyle selon le Protocole 11
Le composé (747 mg, 1 €q.) est acylé par le chlorure de ¢ésanoyle ainsi obtenu selon le protocole
général de monoacylation du tréhalose décrit (Rad¢ol). Le produill3est obtenu pur avec 15 % de
rendement (186 mg, solide blanc).

Cso H76 O12 ; M = 869.1462 g/mol

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3H3Jpn 23 = 6.5 Hz, H-24A), 1.1-1.4 (m, 40H, H-(4-23)A), £.6m, 2H, H-3A),
2.41, 2.49 (2 td, 2HJ,p30 = 7.5 Hz,2J = 15 Hz, H-2A), 3.47 (t, 1H),.5 =3J,5 = 10 Hz, H-4’), 3.56
(t, 1H, 3345_ J,3 = 10 Hz, H-4), 3.7-4.2 (m, 7H, H-2, H-3, H-5, H-51-64,, H-6,, H-64), 3.99 (t,
1H, %y =350 = 9.5 Hz, H-3"), 4.31 (dd, 1|{JﬁeeI6ax 10 Hz,Jssq5= 5 Hz, H-6y), 4.9 (dd, 1HJ,4
=4 Hz,%),5= 10 Hz, H-2), 5.1 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1"), 5.37 (d, 1H3J12—4Hz H-1), 5.48, 5.55
(2s, 2H, H-7, H-7), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

114: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-2’,3O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-2-O-tétracosanoyl-
a,a-D-tréhalose

Le composél13 (182 mg, 0.21 mmol) est silylé par TIP$Gklon le protocole décrit précédemment
(Protocole 2). Le produit protédd 4 est obtenu avec 43 % de rendement (100 mg, mditddre).

Cs2 Hip2 O3Sk ; M =1111.6551 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.88 (t, 3HJ = 6.5 Hz, H-24A), 1- 16(m 78H, H-(3-23)A, if?r), 2.38, 2.45 (2 quint, 2H,
J2A3A—8HZZJ 16 Hz, HZA) 352(t 1|'FJ45 = J43 =9 Hz, H4) 359(t 1HJ45— J43—1O

Hz, H4) 3.7,3.74 (2t 2|_fJ6ax6eq J6ax5—10 Hz, H@X, H6dx) 38(td 1H, J5 -66q’ =4, J5 _Bax ~

3J54 =10 Hz, H-5"), 389(dd 1H),. = 4 Hz,%3,.5 = 9 Hz, H-2"), 4.14 (t, 1H3J34 =333, = 9 Hz,

H3) 4.24 (t, 1H 33, =33, = 10 Hz, H-3), 4.1-4.3 (m, 3H, H-5, HefH-64,), 4.87 (dd, 1H3J21—4

Hz,3J,.5= 10 Hz, H-2), 5.12 (d, 1H),» = 4 Hz, H-1'), 5.37 (d, 1H,, = 4 Hz, H-1), 5.53 (s, 2H, H-
7, H-7"), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

115: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-2’,3O-(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-2-O-tétracosanoyl-3-
O-[(4S,6S,85)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-enoylh,a-D-tréhalose

Le composélld (103 mg, 1.4 éq.) est acylé par l'acid® (29 mg, 6%umol) selon le protocole
d’'acylation aux micro-ondes décrit (Protocole 4updonner le composé diacyld5 (33 mg, huile
incolore, 32 %).

Coo H154 014 S ; M = 1516.3754 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.73 (d, 3H65.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.77 (d, 3HJ78.6 = 6 Hz, H-27B), 0.87 (t, 6H,) =
6.5 Hz, H-24A, H-24B), 0.93 (d, 3H),65.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1-1.6 (m, 106H, H-(3-23)A, H-?3)B,
H-iPr), 1.8 (d, 3H%J,s5.38 = 1.5 Hz, H-25B), 2.28 (t, 2H),a.34 = 7.5 Hz, H-2A), 2.55 (m, 1H, H-4B),
3.5 (t, 1H,°J45 =3J4.3 = 9 Hz, H-4"), 3.6-3.9 (M, 4H, H-4, H-5', Hs6 H-6,/), 3.9 (dd, 1H,J),; =
4 Hz,%), 3 = 8.5 Hz, H-2), 4.05-4.4 (M, 4H, H-3', H-5, HepH-6:7), 5.06 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%J, 5=
10 Hz, H-2), 5.12 (d, 1HJ;.» = 4 Hz, H-1'), 5.34 (d, 1H}J,, = 4 Hz, H-1), 5.45 (s, 2H, H-7, H-7"),
5.70 (t, 1H,*J54 = 3J5, = 10 Hz, H-3), 6.48 (dq, 1HJsp.255 = 1.5 Hz,*Jsg.45 = 10 Hz, H-3B), 7.3-7.5
(m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

116: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidéne-20-tétracosanoyl-30-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-
enoyl]-a,a-D-tréhalose

Le composélls (7 mg, 5.53umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolendrol 116 (4 mg,
solide blanc, 66 %).

CisHips O3 M = 1273.8665 g/mOI
[a]Z’ =+ 51 €=0.10, CHG)

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.75 (d, 3H,65.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.81 (d, 3HJ,78.68 = 6 Hz, H-27B), 0.88 (t, 6H,) =
6.5 Hz, H-24A, H-24B), 0.97 (d, 3H)6s.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1.1-1.7 (m, 78H, H-(3-23)A, H-(5
23)B), 1.78 (b, 3H, H-25B), 2.34 (t, 2Bl,a3x = 8 Hz, H-2A), 2.6 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1B, =
%Jpa = 9.5 Hz, H-4"), 3.70 (t, 1HJsax-6eq = Jsaxs = 10 Hz, H-G,), 3.75 (m, 1H, H-2"), 3.73 (t, 1H,
3345 = 343 = 10 Hz, H-4), 3.72 (t, 1kF,JGaX_6ég= *Jsaxs = 10 Hz, H-G,), 3.86 (td, 1HJs sy = 4.5 Hz,
356w = Jsa = 9.5 Hz, H-5), 4.09 (t, 1HJz4 = 3Jz» = 9.5 Hz, H-3"), 4.13 (dd, 1HJseq6ax =
10 Hz,*Jgeqs = 4.5 Hz, H-@;), 4.21 (td, 1H Js6¢q= 4.5 HZ,J5 60 = >Js.4 = 10 Hz, H-5), 4.33 (dd, 1H,
ZJssqea= 10 Hz,2Jssq5= 4.5 Hz, H-G;), 5.12 (dd, 1HJ,; = 4 Hz,%J, 5 = 10 Hz, H-2), 5.18 (d, 1H),-

» = 4 Hz, H-1), 5.38 (d, 1H3J,, = 4 Hz, H-1), 5.50 (s, 2H, H-7, H-7"), 5.71 (t, 1M, =33, =
10 Hz, H-3), 6.51 (bd, 1HJs5.45 = 10 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 12.6, 14.1 (C-24A, C-24B), 19.8, 20.4,82®2.7 (C-23A, C-23B), 24.9 (C-3A), 27.0, 28.0,
29-30, 30.9, 31.9 (C-22A, C-22B), 34.0 (C-2A), 3{(34B), 43.7, 45.2 (C-5B, C-7B), 63.3 (C-5, C-
5%, 68.7, 68.9 (C-3, C-6, C-6), 70.8 (C-2), 71(3-3"), 72.3 (C-2’), 79.4 (C-4), 80.8 (C-4), 92(T-1),
95.0 (C-1’), 101.5, 102.0 (C-7, C-7’), 125.4 (C-2BPR6-130 CH-Ar), 136.9 (C-Ar), 149.4 C-3B),
167.0 (C-1B), 173.0 (C-1A).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

117: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-2'O-sulfate-2-O-tétracosanoyl-30-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-
tétrameéthyltétracos-2-enoyl]a,a-D-tréhalose

Le composél16 (11 mg, 8.64umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donegrbduitl17 (1 mg,
solide blanc, 8 %).

C;sHi»706S Na; M =1375.9118 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.6 (d, 3HJ,gp.95 = 6.5 Hz, H-28B), 0.67 (d, 3HJ,78.65 = 6.5 Hz, H-27B), 0.74 (t, 6H) =

7 Hz, H-24A, H-24B), 0.83 (d, 3H),65.45 = 6.5 Hz, H-26B), 0.9-1.5 (m, 78H, H-(3-23)A, H-23)B),
1.7 (d, 3H," 35535 = 1.5 Hz, H-25B), 2.2 (t, 2HJa3a = 7.5 Hz, H-2A), 2.5 (m, 1H, H-4B), 3.45 (t,
1H,% 5 =35 = 10 Hz, H-4"), 3.54 (t, 1HJ,5 = )45 = 10 Hz, H-4), 3.6 (2 t, 2HJsaxs = “Joaxceq=
10 Hz, H-6,, H-64), 3.8-4.0 (m, 2H, H-5, H-§)), 4.02 (t, 1H,%J3.4 =333, = 10 Hz, H-3'), 4.2 (dd,
1H,%) 1 = 4 Hz,%Jy 3 = 10 Hz, H-2"), 4.27 (td, 1HJ5.665= 5 HZ,*J5.6ax = °Js.4 = 10 Hz, H-5), 4.4 (dd,
1H, ®Jseq5= 5 HZ,%Jseqeax= 10 Hz, H-Gy), 4.98 (dd, 1H>J,; = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.19 (d, 1H,
8)12=4 Hz, H-1), 5.36 (d, 1HJ;» = 4 Hz, H-1'), 5.35, 5.4 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 5§65 1H,%35, =335,
=10 Hz, H-3), 6.4 (dq, 1HJs5.255 = 1.5 Hz,3J35.45 = 10 Hz, H-3B), 7.1-7.4 (m, 10H, H-Ar).

* * *x % %

118: 2’-O-Sulfate-2-O-tétracosanoyl-30-[(4S,6S,89)-2,4,6,8-tétraméthyltétracos-2-énoylk,a-D-
tréhalose

Le composéll7 (2 mg, 1.45umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour donmantitativement
(0.3 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide atteridi8.

CesHi100OsS Na ; M =1199.6943 g/mOI

RMN'H (600 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 0.84 (d, 3HJe5.65 = 6.5 Hz, H-28B), 0.85 (d, 3H),78.6 = 6.5 Hz, H-27B), 0.89 (t, 6H)

= 7 Hz, H-24A, H-24B), 0.99 (d, 3H),6s.45 = 6.5 Hz, H-26B), 1.0-1.6 (m, 78H, H-(3-23)A, H-(5
23)B), 1.86 (s, 3H, H-25B), 2.3 (m, 3H, H-2A, H-4B).50 (t, 1H3)s.5 = 3,3 = 9.5 Hz, H-4’), 3.56

(t, 1H,%),5 = %), = 10 Hz, H-4), 3.7 (m, 4H, H-5', H-6, H-6"), 3.9&, 2H, H-3', H-6), 4.25 (m, 2H,
H-2’, H-5), 4.99 (dd, 1H3J),, = 3.5 Hz,%J,.3 = 10 Hz, H-2), 5.28 (d, 1HJ,., = 3.5 Hz, H-1), 5.49 (d,
1H,3)y.» = 4 Hz, H-1), 5.50 (t, 1H3J5.4 = *J5, = 10 Hz, H-3), 6.55 (FJ3s.45 = 10 Hz, H-3B).

RMN"C HSQC (151 MHz, MeOD/CDg1/1, 25°C)

5 (ppm) = 11.4 (C-25B), 13.0 (C-24A, C-24B), 18.8,3, 19.7 (C-(25-27)B), 21.8 (C-23A, C-23B),
24.0 (C-3A), 25.9, 26.3, 28-30, 31.0 (C-22A, C-2283.1, 33.3 (C-2A, C-4B), 43.2, 44.5 (C-5B, C-
7B), 60.6 (C-6), 60.7 (C-6’), 68.9 (C-4), 69.5 (§:40.0 (C-2), 71.0 (C-3), 71.3 (C-5), 71.7 (C}5’
72.3 (C-3), 76.3 (C-2’), 91.4 (C-1), 92.2 (C-1").

MALDI-Tof-MS (mode négatif)
Calc.: m/z = 1175.82 Exp.: m/z =1175.57
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* * *x % %

119: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-20-[(S)-2,4-diméthyldocos-2-énoylja,a-D-tréhalose

L'acide 30 (254 mg, 0.69 mmol) est activé par le chlorurexdlgle selon le Protocole 11.

Le composél (360 mg, 1 éq.) est acylé par le chlorure d’a@ytesi obtenu selon le protocole général
de monoacylation du tréhalose (Protocole 1). Ledpitdl19 est obtenu pur avec 11 % de rendement
(70 mg, solide blanc).

CsoH74 O ; M = 867.1304 g/mOI
[a]2’ =+ 87 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C)

3 (ppm) = 0.91 (t, 3H3Jso0014 = 7 Hz, H-22A), 0.94 (d, 3H)oua0a = 7 Hz, H-24A), 1.1-1.4 (m, 34H,
H-(5-21)A), 1.94 (s, 3H, H-23A), 2.45 (m, 1H, H-4/.39 (t, 1H3J,5 =3J,5 = 9.5 Hz, H-4"), 3.57
(t, 1H,3,5 = %345 = 10 Hz, H-4), 3.6-3.85 (m, 4H, H-2', H-5, Hs6H-6.y), 3.94 (t, 1H,% )54 =333
= 9.5 Hz, H-3"), 4.04 (dd, 1HJseq-cax = 10 Hz, Jeeq-s = 5 Hz, H-G4), 4.15 (td, 1H Js66q= 5, °Js.ax=
%J5.4 = 10 Hz, H-5), 4.3 (m, 2H, H-3, Hs8, 4.92 (dd, 1H3J,; = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.07 (d, 1H,
31> = 4 Hz, H-1"), 5.45 (d, 1H3J,, = 3.5 Hz, H-1), 5.42, 5.54 (2's, 2H, H-7, H-7")76 (d, 1H3J3a.
s = 10 Hz, H-3A), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 12.5 (C-23A), 14.1 (C-22A), 19.3 (C-24RR.7 (C-21A), 27.4, 29-30, 31.9 (C-20A), 33.3,
36.5 (C-4A), 62.8, 63.1 (C-5, C-5'), 68-69 (C-36C€-6"), 71.2 (C-3"), 72.0 (C-2"), 73.4 (C-2), §0.
(C-4), 81.1 (C-4), 92.8 (C-1), 95.1 (C-1’), 101101.8 (C-7, C-7’), 124.8 (C-2A), 126-13CH-Ar),
136.9, 137.1 (C-Ar), 151.5 (C-3A), 167.9 (C-1A).

* * *x % %
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120: 4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-20-[(S)-2,4-diméthyldocos-2-énoyl]-2’,3'0-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composé19 (126 mg, 0.14 mmol) est silylé par TIPS selontetétole 2. Le produit protédé20
est obtenu avec 68 % de rendement (110 mg, huiééare).

Cs2 Hipo O13 Sk, M = 1109.6392 g/mOI

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.91 (t, 3H3J,pa014 = 7 Hz, H-22A), 0.94 (d, 3HJo4nun = 7 Hz, H-24A), 1-1.5 (m, 62H, H-
(5-21)A, HiPr), 1.87 (s, 3H, H-23A), 2.3 (m, 1H, H-4A), 3.51H,%Js5 = 3Jys = 9 Hz, H-4"), 3.64
(t, 1H,%),5 = %345 = 9.5 Hz, H-4), 3.6-3.85 (m, 3H, H-5', Hs6H-6.,), 3.91 (dd, 1H3),1- = 4 Hz,%J,.

s = 8.5 Hz, H-2"), 4.0-4.4 (m, 5H, H-3, H-3', H-5/6}, H-6:;), 4.95 (dd, 1H>J,,=3.5 Hz ), 3= 9.5
Hz, H-2), 5.15 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1’), 5.45 (d, 1%%,]1_2 = 3.5 Hz, H-1), 5.51, 5.57 (2 s, 2H, H-7, H-
7"), 6.71 (d, 1H>J3a4a = 10 Hz, H-3A), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN"C (75 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 11-14 CH-iPr, C-23A), 14.1 (C-22A), 17-1&Hs-iPr), 19.1 (C-24A), 22.7 (C-21A), 27.2,
29-30, 31.9 (C-20), 33.1, 36.3 (C-4A), 62.3, 6285, C-5), 68.6, 68.8 (C-3, C-6, C-6"), 73.3 (G-2)
73.4 (C-3), 75.1 (C-2"), 81.0 (C-4), 81.4 (C-491.7 (C-1), 94.2 (C-1"), 100.9, 102.3 (C-7, C-7"),
124.8 (C-2A), 125-130QH-Ar), 137.1, 137.8 (C-Ar), 151.5 (C-3A), 168.0 (@).

* * *x % %

121: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-20-[(S)-2,4-diméthyldocos-2-énoyl]-3-hexadécanoyl-2’,3'O-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composél20 (95 mg, 856umol) est acylé par le chlorure de palmitoyle (&2 2 €q.) selon le
protocole d’acylation décrit (Protocole 5) pour denle composé diacyl&21 (62 mg, huile incolore,
54 %).

Crg Hi30 O14 Shr ; M = 1348.0528 g/mOI
[a]5 = + 44 €= 1.0, CHCJ)

RMN'H (300 MHz, CDGJ, 25°C):

3 (ppm) = 0.85 (d, 3HJ,4a4a = 6.5 Hz, H-24A), 0.91 (t, 6H) = 6.5 Hz, H-22A, H-16B), 1.0-1.6 (m,
88H, H-(5-21)A, H-(3-15)B, HPr), 1.81 (d, 3H1Jsasa = 1.5 Hz, H-23A), 2.3 (m, 3H, H-4A, H-2B),
3.49 (t, 1H,%Jp5 =3Jp5 = 9 Hz, H-4), 3.67 (t, 1HJ,5 = %J,5 = 10 Hz, H-4), 3.70 (t, 1HJsax-66q =
$Jeaxs = 9 Hz, H-6y), 3.78 (t, 1H,Jsax-66q= Joaxs = 10 Hz, H-G,), 3.72 (td, 1H J565q = 4 HZ,%J5:4 =
*Js6ac = 9 Hz, H-5), 3.92 (dd, 1HJ,1 = 4 Hz,%J,5 = 9 Hz, H-2), 4.08 (dd, 1HJesq 5 = 4 Hz,
2ssq-cax = 9 Hz, H-67), 4.22 (t, 1H,% 334 =°J3.» = 9 Hz, H-3'), 4.28 (td, 1HJs66q= 5.5 HZ,’J5 6ax =
10 Hz, H-5), 4.37 (dd, 1HJeeq-5= 5.5 Hz,Jeq-6ax= 10 Hz, Heg), 5.0 (dd, 1H 3,1 = 3.5 Hz,°J,5 = 10
Hz, H-2), 5.15 (d, 1H3,» = 4 Hz, H-1’), 5.48 (d, 1HJ;., = 3.5 Hz, H-1), 5.5, 5.52 (2s, 2H, H-7, H-
7), 5.77 (t, 1H,°J5.4 = 35, = 10 Hz, H-3), 6.67 (dqJsa4a = 10 Hz,"Jap 234 = 1.5 Hz, H-3A), 7.3-7.5
(m, 10H, H-Ar).

RMN™C (75 MHz, CDG, 25°C):

3 (ppm) = 11-13 CH-iPr), 12.3 (C-23A), 14.1 (C-22A, C-16B), 17-17@Hz-iPr), 19.0 (C-24A), 22.7
(C-21A, C-15B), 25.1 (C-3B), 27.2, 28-29, 31.9 (@A2 C-14B), 33.1, 34.3 (C-2B), 36.2 (C-4A), 62.7,
62.8 (C-5, C-5), 68.5, 68.8 (C-3, C-6, C-6"), 71®-2), 73.4 (C-3"), 75.3 (C-2’), 79.2 (C-4"), 81(C-
4), 92.0 (C-1), 94.5 (C-1"), 101.0, 101.8 (C-7, §-124.6 (C-2A), 125-129GH-Ar), 137.1, 137.8 (C-
Ar), 151.6 (C-3A), 167.7 (C-1A), 172.3 (C-1B).
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* * * % %

122: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidéne-20-[(S)-2,4-diméthyldocos-2-énoyl]-39-hexadécanoyle,a-D-
tréhalose

Le composé.21 (53 mg, 39.3umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolendiol 122 (42 mg,
solide blanc, 97 %).

C66 Hioa 013 : M =1105.5440 g/mOI
[a]5 =+ 63 €= 1.0, CHC))

RMN'H (300 MHz, CDG, 25°C)

3 (ppm) = 0.91 (t, 6H3) = 7 Hz, H-22A, H-16B), 0.92 (d, 3HJs4n4a = 7 Hz, H-24A), 1.0-1.7 (m,
60H, H-(5-21)A, H-(3-15)B), 1.88 (s, 3H, H-23B)32Am, 3H, H-4A, H-2B), 3.46 (t, 1H);.5 =345 =
9 Hz, H-4’), 3.6-3.85 (M, 5H, H-2", H-4, H-5", Hz6 H-6), 4.03 (t, 1H,°J3.4 =J3» = 9 Hz, H-3),
4.05 (dd, 1H Jseqs = 4 Hz,%Jseqsax = 9 Hz, H-Gy), 4.23 (td, 1H, Js66q= 5 Hz,*Js.62= 10 Hz, H-5),
4.36 (dd, 1H Jseq5= 5 Hz,Jssqeax= 10 Hz, H-G;), 5.0 (dd, 1H>J, 1 = 4 Hz,%J, 3= 10 Hz, H-2), 5.16
(d, 1H,%3;-, = 4 Hz, H-1'), 5.50 (d, 1HJ,, = 4 Hz, H-1), 5.45, 5.55 (2 s, 2H, H-7, H-7"), 6.{%, 1H,
%33.4= 333, = 10 Hz, H-3), 6.71 (FJsnsn = 10 Hz, H-3A), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN"C (75 MHz, CDG, 25°C):

3 (ppm) = 12.3 (C-23A), 14.1 (C-22A, C-16B), 19.22@A), 22.7 (C-21A, C-15B), 25.1 (C-3B), 27.3,
29-30, 31.9 (C-20A, C-14B), 33.3, 34.3 (C-2B), 36C34A), 63.1 (C-5, C-5), 68.4, 68.7 (C-3, C-6, C-
6"), 71.3 (C-2), 71.5 (C-3'), 72.2 (C-2’), 79.0 &), 80.7 (C-4), 92.6 (C-1), 95.0 (C-1’), 101.5,118
(C-7, C-7’), 124.6 (C-2A), 126-129CH-Ar), 136.9, 137.1 (C-Ar), 151.7 (C-3A), 167.6 (@), 172.7
(C-1B).

* * *x % %

123: 4,6;4",6'-Di-O-benzylidéne-20-[( S)-2,4-diméthyldocos-2-énoyl]-3-hexadécanoyl-2’'O-
sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél22 (13 mg, 11.8&imol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donegrrbduitl23 (7 mg,
solide blanc, 49 %).

C66 Hio3 O]_e S Na; M=1207.5892 g/m0|
[a]Z’ =+ 61 € = 0.87, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (300 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 0.82 (t, 6H3J = 7 Hz, H-22A, H-16B), 0.86 (d),4a.4s = 7 Hz, H-24A), 1.0-1.6 (m, 60H, H-
(5-21)A, H-(3-15)B), 1.81 (s, 3H, H-23A), 2.25 2, *J,5.55 = 7 Hz, H-2B), 2.37 (m, 1H, H-4A), 3.50
(t, 1H,%Jy5 =3Jp5 = 9.5 Hz, H-4'), 3.55-3.85 (M, 4H, H-4, H-5', HzbH-6,), 3.95 (dd, 1H, Jseq s

= 4.5 Hz,*Jseq6ax = 9.5 Hz, H-§;), 4.06 (t, 1H,%Js 4 = %), = 9.5 Hz, H-3"), 4.29 (dd, 1HJ,, =

4 Hz,%)y 5 = 9.5 Hz, H-2"), 4.36 (td, 1HJs 6= 5 HZz,’Js.60x = 9.5 Hz, H-5), 4.49, (dd, 1HJssq5 =

5 Hz,%Jgeq6ax= 9.5 Hz, H-6), 4.92 (dd, 1H%J, 1 = 4 Hz,%J, 3= 10 Hz, H-2), 5.38 (d, 1HJ,, = 4 Hz,
H-1), 5.4 (d, 1H3),.» = 4 Hz, H-1'), 5.44, 5.46 (2 s, 2H, H-7, H-7")68. (t, 1H,%J3.4 = )5, = 10 Hz,
H-3), 6.63 (d, 1H3Jsp4a = 10 Hz, H-3A), 7.2-7.5 (m, 10H, H-Ar).
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RMN"C (75 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 11.9 (C-23A), 13.7 (C-22A, C-16B), 18.92@A), 22.4 (C-21A, C-15B), 24.9 (C-3B), 27.0,
29-30, 31.6 (C-20A, C-14B), 33.0, 34.1 (C-2B), 36C14A), 62.6 (C-5), 62.8 (C-5'), 68.2, 68.4 (C-3’,
C-6, C-6"), 68.6 (C-3'), 71.5 (C-2), 76.5 (C-2')8.7 (C-4), 80.7 (C-4’), 93.5 (C-1), 94.6 (C-1'),118,
101.7 (C-7, C-7’), 124.3 (C-2A), 126-12@H-Ar), 136.8, 137.0 (C-Ar), 151.6 (C-3A), 167.5 (@),
173.0 (C-1B).

* * *x % %

124: 2-0O-[(S)-2,4-Diméthyldocos-2-énoyl]-30-hexadécanoyl-2’'O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél23 (4 mg, 3.3lumol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dogoantitativement
(2.5 mg, solide blanc) le sulfoglycolipide atteri24.

Cso Hgs O S Na ; M =1031.3717 g/mOI
[a]Z’ =+ 93 €= 0.31, MeOH/DCM 1/4)

RMN'H (500 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C):

3 (ppm) = 0.89 (t, 6H3J = 7 Hz, H-22A, H-16B), 1.0 (d, 3H)4a4a = 6.5 Hz, H-24A), 1.0-1.6 (m,
60H, H-(5-21)A, H-(3-15)B), 1.81 (d, 3H, H-23A),3& (m, 2H, H-2B), 2.5 (m, 1H, H-4A), 3.4-3.8 (m,
6H, H-4, H-4', H-5", H-6, H-6"), 3.95 (m, 2H, H-3H-6), 4.25 (m, 2H, H-2', H-5), 4.86 (dd, 1Bl,, =

4 Hz,%J,5= 10 Hz, H-2), 5.37 (d, 1H);., = 3.5 Hz, H-1"), 5.48 (d, 1H)J,., = 4 Hz, H-1), 5.52 (t, 1H,
333.4= %33, = 10 Hz, H-3),6.60 (dqJapsa = 10 Hz,*J3p 234 = 1.5 Hz, H-3A).

RMN"C (126 MHz, MeOD/CDGI1/1, 25°C)

3 (ppm) = 11.5 (C-23A), 13.1 (C-24A, C-16B), 18.82@A), 22.0 (C21A, C-15B), 24.5 (C-3B), 26.9,
28-30, 31.3 (C-20A, C-14B), 32.7, 33.7 (C-2B), 36194A), 60.1 (C-6), 60.9 (C-6'), 68.6 (C-4), 69.0
(C-4"), 71.0 (C-2, C-3’), 71.6 (C-5), 71.7 (C-5%1.9 (C-3), 76.3 (C-2’), 91.4 (C-1), 92.5 (C-1'R45
(C-2A), 150.3 (C-3A), 167.2 (C-1A), 173.3 (C-1B).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z = 1007.63 Exp. : m/z =1007.74
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128

* * *x % %

125: 4,6;4',6'-Di-O-benzylidéne-20-octanoyl-3-0-[(4S,6S)-2,4,6-triméthyloct-2-enoyl]-2’,3'-0-
(tétraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-a,a-D-tréhalose

Le composél08 (181 mg, 1.9 éq.) est acylé par I'aciid (20 mg, 0.11 mmol) selon le protocole
d’acylation aux micro-ondes décrit (Protocole 4updonner le composé diacyl25 (28 mg, huile
incolore, 25 %).

C57 Hsgs 014 S|2 : M =1053.4883 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDGJ, 25°C)

3=10.81 (d, 3H3J;1565 = 7 Hz, H-11B), 0.83 (t, 6HJ;; = 7 Hz, H-8A, H-8B), 0.9-1.4 (m, 46H, H-(3-
7)A, H-(5-7)B, H-10B, HiPr), 1.81 (d, 3HJegs5 = 1.5 Hz, H-9B), 2.3 (t, 2HJoa3a = 7.5 Hz, H-2A),
2.5 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 1H),.s = %J,.3 = 8.5 Hz, H-4"), 3.69 (t, 1H,5 = 3J,5 = 10 Hz, H-4),
3.7-3.9 (m, 3H, H-5", H-§, H-6,), 3.92 (dd, 1H2); = 4 Hz,%),.5 = 8.5 Hz, H-2"), 4.13 (dd, 1H,
3Jesq-s = 4 HZ,%Jseq 6ax = 10 Hz, H-67), 4.09 (t, 1H,%Js4 =335, = 8.5 Hz, H-3'), 4.1-4.4 (m, 2H, H-
5, H-6), 5.09 (dd, 1HJ,, = 4 Hz,%J,5 = 10 Hz, H-2), 5.14 (d, 1H);-» = 4 Hz, H-1"), 5.36 (d, 1H,
%), =4 Hz, H-1), 5.50, 5.53 (2 s, 2H, H-7, H-7), B.{%, 1H,3J5., = 3J;, = 10 Hz, H-3), 6.49 (dq, 1H,
3338.48 = 10 Hz,*J35.035 = 1.5 Hz, H-3B), 7.3-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN"C (63 MHz, CDGJ, 25°C)

5 (ppm) = 11-14 CH-iPr, C-8A, C-8B, C-9B), 16.9-17.%H-iPr), 19.1 (C-11B), 20.4 (C-10B), 22.5
(C-7A), 24.8 (C-3A), 28.7, 28.9, 31.6 (C-(4-6)An.8 (C-7B), 30.9 (C-4B), 32.2 (C-6B), 34.0 (C-2A),
43.9 (C-5B), 62.7 (C-5, C-5’), 68-69 (C-3, C-6, §;§1.0 (C-2), 73.5 (C-3'), 75.3 (C-2"), 79.4 (G;4
81.1 (C-4"), 92.2 (C-1), 94.6 (C-1), 101.2, 101G+7, C-7°), 125-129 (C-2BCH-Ar), 149.2 (C-3B).

* * *x % %
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126: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-octanoyl-3-O-[(4S,6S)-2,4,6-triméthyloct-2-énoyl]-a,a-D-
tréhalose

Le composé.25 (28 mg, 26.umol) est déprotégé selon le Protocole 6 pour dolenéiol 126 (13 mg,
huile incolore, 60 %).

Cus5 He> O13; M = 810.9795 g/mOI

RMN'H (250 MHz, CDG, 25°C)

5=0.83 (d, 3H3J11565 = 7.5 Hz, H-11B), 0.83, 0.93 (2 t, 68,= 7 Hz, H-8A, H-8B), 0.98 (d, 3H) =
7 Hz, H-10B), 1.0-1.7 (m, 15H, H-(3-7)A, H-(5-7)B),83 (d, 3H*Jgg.3s = 1 Hz, H-9B), 2.35 (t, 2H,
3Joa3a = 7.5 Hz, H-2A), 2.65 (m, 1H, H-4B), 3.51 (t, 18,5 = 3J,5 = 9.5 Hz, H-4"), 3.7 (t, 1HJ,
=3%),3= 10 Hz, H-4), 3.65-4 (m, 4H, H-2', H-5", Hs H-6), 4.09 (t, 1H,%Js4 =%J3» = 9.5 Hz, H-
3", 4.1-4.3 (m, 2H, H-5, H-4), 4.34 (dd, 1HJssq6ax= 10 HZ,*Jseq.5= 5 Hz, H-Gy), 5.13 (dd, 1H3J,,
=4 Hz,%J,5= 10 Hz, H-2), 5.18 (d, 1H),.» = 4 Hz, H-1), 5.38 (d, 1HJ., = 4 Hz, H-1), 5.50, 5.54
(2 s, 2H, H-7, H-7"), 5.72 (t, 1HJ34 = %33, = 10 Hz, H-3), 6.53 (dq, 1H)ss.45 = 10 Hz,*J3p.055 = 1
Hz, H-3B), 7.1-7.5 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (63 MHz, CDG, 25°C)

5 (ppm) = 11.1 (C-8B), 12.5 (C-9B), 13.9 (C-8A), 1C-11B), 20.4 (C-10B), 22.5 (C-7A), 24.8 (C-
3A), 28.8, 29.0, 31.6 (C-(4-6)A), 29.8 (C-7B), 3(®-4B), 32.2 (C-6B), 34.0 (C-2A), 43.9 (C-5B),
63.2 (C-5), 63.3 (C-5'), 68.7, 69.0 (C-3, C-6, G;:670.8 (C-2), 71.2 (C-3"), 72.3 (C-2"), 79.3 (C:4)
80.8 (C-4’), 92.6 (C-1), 95.0 (C-1’), 101.5, 10Z@-7, C-7’), 125.3 (C-2B), 126-12%H-Ar), 149.6
(C-3B), 173.0 (C-1B), 175.2 (C-1A).

* * *x % %

127: 4,6;4’,6'-Di-O-benzylidene-20-octanoyl-3-O-[(4S,6S5)-2,4,6-triméthyloct-2-énoyl]-2'-O-
sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél26 (13 mg, 16umol) est sulfaté selon le Protocole 7 pour donaegorbduit127 (9 mg,
solide blanc, 62 %).

Css Her O S Na ; M =913.0247 g/mOI

RMN'H (250 MHz, MeOD/CDGl1/4, 25°C)

3=0.7 (d, 3H3J115.6s = 6.5 Hz, H-11B), 0.68, 0.72 (2 t, 648, = 7 Hz, H-8A, H-8B), 0.85 (d, 3HJ =
6.5 Hz, H-10B), 0.9-1.5 (m, 15H, H-(3-7)A, H-(5-7)BL.71 (d, 3H Jegs5 = 1.5 Hz, H-9B), 2.22 (t,
2H, 3Jasn = 8 Hz, H-2A), 2.5 (m, 1H, H-4B), 3.49 (t, 18,5 =3J,53 = 9.5 Hz, H-4"), 3.4-4.4 (m,
3H, H-4, H-6,, H-65), 3.83 (td, 1H. Js.6¢q = 5,%J5-6ax = 3Js-a = 10 Hz, H-5’), 4.0 (dd, 1HJssq-cax =
10 Hz,*Jseqs = 5 Hz, H-Gy), 4.03 (t, 1H,° 334 =335 = 9.5 Hz, H-3'), 4.25 (ddJy1 = 4 Hz,%Jy.5 =
9.5 Hz, H-2'), 4.27 (td, 1HJs.669= 5, Js.6ax= >Js.4 = 9.5 Hz, H-5), 4.4 (dd, 1HJscqeax= 10 HZ,*Jgeqs
=5 Hz, H-G), 5.01 (dd, 1HJ,, = 4 Hz,%J, 5= 10 Hz, H-2), 5.2 (d, 1HJ,» = 4 Hz, H-1), 5.37 (d, 1H,
3., =4 Hz, H-1)), 5.4, 5.42 (2 s, 2H, H-7, H-7), 8.8, 1H,%J5., = °J;,, = 10 Hz, H-3), 6.4 (dq, 1H,
33848 = 10 Hz,"Jgg.235 = 1.5 Hz, H-3B), 7.2-7.8 (m, 10H, H-Ar).

RMN™C (63 MHz, MeOD/CDGI1/4, 25°C)

3 (ppm) = 10.8 (C-8B), 12.2 (C-9B), 13.7 (C-8A), 4§C-11B), 20.0 (C-10B), 22.3 (C-7A), 24.6 (C-
3A), 28.5, 28.7, 31.3 (C-(4-6)A), 29.6 (C-7B), 30@-4B), 32.0 (C-6B), 33.8 (C-2A), 43.7 (C-5B),
62.7 (C-5), 62.9 (C-5'), 68.4, 68.5 (C-3', C-6, §;89.3 (C-3), 70.7 (C-2), 76.6 (C-2"), 78.9 (C:4)
80.8 (C-4), 93.1 (C-1), 94.3 (C-1), 101.1, 101B-7, C-7’), 125.1 (C-2B), 125-12%H-Ar), 136.8,
136.9 (C-Ar), 149.6 (C-3B), 167.4 (C-1B), 172.918).

* * *x % %
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PARTIE EXPERIMENTALE

128: 2-O-Octanoyl-3-0-[(4S,69)-2,4,6-triméthyloct-2-enoyl]-2'-O-sulfate-a,a-D-tréhalose

Le composél27 (9 mg, 9.86umol) est déprotégé selon le Protocole 8 pour dogoantitativement
(5 mg, huile incolore) le sulfoglycolipide attentip8

C31 H53 016 S Na M= 736.8072 g/m0|

[a]Z> =+ 100 ¢ = 0.5, MeOH/CHGJ 1/1)

RMN'H (600 MHz, cryosonde, MeOD, 25°C)

3 (ppm) = 0.86 (d, 3HJ11p.65 = 6.5 Hz, H-11B), 0.88 (t, 3H)ge.7s = 7 Hz, H-8B), 0.9 (t, 3HJga 74 =

7 Hz, H-8A), 0.99 (d, 3H3J;05.45 = 7 Hz, H-10B), 1.1-1.6 (m, 15H, H-(3-7)A, H-(58)) 1.85 (d, 3H,
*Jog.3s = 1.5 Hz, H-9B), 2.27, 2.3 (2 td, 2Bla3s = 7 Hz,2 = 14.5 Hz, H-2A), 2.66 (m, 1H, H-4B),
3.41 (t, 1H3), 5 =%)45 = 9.5 Hz, H-4"), 3.66 (dd, 1HJ)s.s = 5.5,20 = 11.5 Hz, H-6"), 3.68 (t, 1H)..

5 = 2Ju3 = 10 Hz, H-4), 3.75 (m, 3H, H-5’, H-6, H-6"), 3.4fld, 1H,%J = 12 Hz,%)s5 = 2.5 Hz, H-6),
3.92 (t, 1H,3)3» =3J3.4 = 9.5 Hz, H-3"), 4.19 (dd, 1HJ,; = 3.5 Hz,%J,.5 = 9.5 Hz, H-2), 4.24
(ddd, 1H,%Js.6 = 2.5 Hz,*Js.s = 4 Hz,%Js., = 10 Hz, H-5), 4.98 (dd, 1HJ,., = 3.5 Hz,2J,.3 = 10 Hz, H-
2), 5.27 (d, 1H3J),, = 3.5 Hz, H-1), 5.50 (d, 1HJ;.» = 3.5 Hz, H-1"), 5.51 (t, 1HJ;., = *J3., = 10 Hz,
H-3), 6.52 (dq, 1H3J35.45 = 10 Hz,"J35.05 = 1.5 Hz, H-3B).

RMN™C (151 MHz, cryosonde, MeOD, 25°C)

3 (ppm) = 11.6 (C-8B), 12.8 (C-9B), 14.4 (C-8A), 3YC-11B), 20.8 (C-10B), 23.7 (C-7A), 26.0 (C-
3A), 30, 30.1, 32.8 (C-(4-6)A), 31.1 (C-7B), 32-4B), 33.6 (C-6B), 35.0 (C-2A), 45.3 (C-5B), 61.8
(C-6), 62.5 (C-6"), 69.9 (C-4), 71.6 (C-4’), 72.0-@), 72.8 (C-3"), 73.4 (C-5), 74.1 (C-5), 74.4-8},
78.4 (C-2’), 93.5 (C-1), 94.3 (C-1"), 127.2 (C-2RK0.2 (C-3B), 169.3 (C-1B), 174.3 (C-1A).

MALDI-Tof (mode négatif)
Calc. : m/z=713.31 Exp. : m/z =713.15
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Annexe 1: Tableau récapitulatif des structures de tousihedogues synthétisés
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